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要旨 

リボソームは速度を持って翻訳反応を行うが、mRNA 配列や環境ストレス等の要因によっ

て停滞する。停滞したリボソームに対し、同一 mRNA を翻訳する後続のリボソームが衝突

する場合がある。細胞はリボソーム衝突を異常として認識し、停滞したリボソームを強制的

にサブユニット解離することで異常を解除する。サブユニット解離により産生される不完

全な新生ペプチド鎖は、Ribosome-associated Quality Control (RQC) という品質管理により速

やかに分解され、細胞内のタンパク恒常性が維持されている。また、リボソーム衝突を引き

起こした mRNA は No-Go Decay (NGD) という品質管理により除去され、リボソーム衝突の

再発が防止されている。NGD は RQC と共役した NGDRQC+と、共役しない NGDRQC-に区別

される。リボソーム衝突が生じた際には、これら分解系のイベントが誘導されるだけでなく、

コドンの読み枠を変更して翻訳を行う Ribosomal Frameshift (RFS) という現象も誘導される。

本研究は、リボソーム衝突に起因する品質管理の誘導がどのように制御されているのかを

明らかにすることを目的とした。 

 

リボソーム衝突における Mbf1 の機能解析 (第１章) 

【背景・目的】 

近年、リボソーム衝突を認識する因子として Mbf1 が同定された。Mbf1 は、レアコドン連

続配列に起因するリボソーム衝突において、RFS を抑制することが報告されていたが、RQC

や NGD における機能は未解明であった。そこで本研究では、レポーター解析により、RQC、

NGD、および RFS における Mbf1 の機能の解明を目指した。 

 

【結果・考察】 

本解析では、レアコドン連続配列に加え、poly(A)配列や、内在性の停滞配列 SDD1 を組み込

んだレポーターを利用し、各停滞配列における Mbf1 の機能を調査した。レポーター解析の

結果、レアコドン連続配列では、Mbf1 は RFS を抑制し、RQC と NGD を誘導していた。
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poly(A)配列における RQC・NGD・RFS に対して Mbf1 の寄与はなかった。SDD1 配列では、

Mbf1 は NGDRQC+を誘導する一方で、RQC と NGDRQC-、RFS には寄与していなかった。 

これら Mbf1 の機能が、衝突リボソームへの結合に依存するかについて検討を行った。リボ

ソームあるいは mRNA と相互作用するアミノ酸残基に変異を導入し、リボソームとの相互

作用が弱い変異型 Mbf1 を作成した。相補実験を行ったところ、リボソームとの結合能が低

い変異体を相補した株は、mbf1株と同様の表現型を示した。このことから、Mbf1 のリボソ

ーム結合能が、リボソーム衝突に起因する品質管理の誘導の制御に必要であることが示唆

された。 

以上の研究から、Mbf1 は停滞配列に応じて特定の品質管理を制御することが明らかになっ

た。また、この機能はリボソームへの結合能に依存していることを見出した。本研究で解析

した 3 つの配列で翻訳停滞する要因は異なっており、衝突リボソームの構造も異なってい

る。こうした違いが、Mbf1 の機能に影響を与えていると推定される。 

 

uS10 のユビキチン修飾の高次構造とその機能の解明 (第 2 章) 

【背景・目的】 

E3 ユビキチンライゲース Hel2 は、衝突したリボソームを認識し、停滞したリボソームの

uS10 に K63 型ポリユビキチン鎖 (K63 鎖) を形成する。RQT (RQC Trigger) 複合体は、この

ユビキチン修飾を認識し、停滞したリボソームを 40S サブユニットと 60S サブユニットへ

と解離させ、RQC を引き起こす。このように、uS10 のユビキチン化反応やデコーダー分子

の機能が明らかになっている一方で、脱ユビキチン化酵素 (DUB: deubiquitinase) は未同定

なままであった。そこで本研究では、uS10 のユビキチン修飾を除去する DUB の探索を行

い、その機能を明らかにすることを目的とした。また先行研究より、uS10 には K63 鎖だけ

でなく K48 鎖も存在することが報告されていた。しかし、これらのユビキチン鎖がどのよ

うに連結しているかは不明なままであった。そこで uS10 のユビキチン修飾の高次構造を明

らかにするとともに、その機能の解明を試みた。 
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【結果・考察】 

遺伝学的スクリーニングを実施し、uS10 の DUB として Ubp2 と Ubp3 を同定することに成

功した。これら脱ユビキチン化酵素の基質特異性を明らかにするために、試験管内反応を実

施した。その結果、Ubp2 は 40S サブユニットの K63 鎖を切断し、Ubp3 は翻訳伸長途中の

リボソームのユビキチン鎖を切断することを明らかにした。また、質量分析法を用いた解析

を行い、Ubp2 は K48 鎖と K63 鎖を、Ubp3 は K48 鎖を制御することを明らかにした。レポ

ーター解析により、Ubp2 と Ubp3 は RQC の促進因子であることが明らかになった。これら

結果より、Ubp2 と Ubp3 は RQC の誘導を阻害すると想定されている K48 鎖の制御を介し

て、RQC を促進していることが示唆された。 

つづいて、uS10 のユビキチン鎖の高次構造について解析を進めた。質量分析法および試験

管内反応を用いて検討した結果、uS10 には、分岐がなく、根本に K48 鎖が、遠位に K63 鎖

が形成された混合鎖が存在していることが明らかとなった。根本の連結型を特異的に解析

するため、ユビキチンを uS10 の N 末端に連結させたキメラ分子 Ub-uS10 を構築した。根本

に K63 鎖が形成できない UbK63R-uS10 を相補した株では RQC の誘導効率が減弱したこと

から、uS10 のユビキチン鎖の根本が K63 鎖であることが RQC の誘導に必須であることが

示唆された。以上より、ユビキチン鎖の高次構造を介した RQC の制御機構の存在が明らか

になった。 
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翻訳停滞したリボソームに対して、同一 mRNA 上を走る後続のリボソームが衝突すると、

Ribosome-associated Quality Control (RQC)、No-Go Decay (NGD)、Ribosomal Frameshift (RFS)

の 3 つのイベントが誘導される。RQC では停滞リボソームのサブユニット解離により産生

される新生ペプチド鎖を、NGD ではリボソーム衝突を引き起こした mRNA を分解する。ま

た、RFS はコドンの読み枠を変更して翻訳を行う異常な現象である。本章では、先行研究よ

り明らかになったリボソーム衝突を引き起こす要因と、これら 3 つのイベントの分子メカ

ニズムについて記述する。 

 

リボソーム衝突の要因 

翻訳反応は、新生ペプチド鎖の折りたたみ 1–3、ターゲティング 4–6、タンパク質複合体の組

み立てなど 7–9、さまざまなタンパク質の成熟過程と密接に関連しており、これら過程に応

じて翻訳速度が調節されている。そのため、細胞内では不均一な速度で翻訳が行われている

が、強い翻訳停滞は異常として識別され、強制的なリボソームのサブユニット解離を介して

解消される 10。また翻訳停滞を引き起こした mRNA を速やかに分解することで、異常翻訳

の再発を防止している 11。細胞は、タンパク質の成熟過程と共役した一時的な翻訳停滞を異

常と認識しないために、停滞したリボソームに対して、同一 mRNA を翻訳する後続のリボ

ソームが衝突した状態を異常な翻訳停滞の指標とする 12。クライオ電子顕微鏡 (Cryo-EM) 

を用いた構造学的解析から、衝突リボソームの衝突界面に特徴的な構造を形成しているこ

とが明らかとなった 13–16。また、生化学的解析から衝突リボソームには隙間がなく、RNase

が衝突リボソーム間の mRNA を切断できないことが報告されている 17。これらの知見から、

衝突リボソームは、単に 2 つのリボソームが並置しているのではなく、密に相互作用した

特殊な構造体であると言える。 

 

リボソーム衝突に関する研究の多くは、mRNA の配列に起因するものを対象にして行われ

てきた。また、さまざまなストレスで RNA が損傷を受けると正しく翻訳反応が行うことが
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できず、翻訳停滞が引き起こされると考えられている 18,19。本研究では、リボソーム衝突を

引き起こす mRNA 配列を組み込んだレポーターを使用して解析を行った。本節では、本研

究で使用した配列をはじめ、解析がよく行われている配列について記述する。 

 

poly(A)配列 

リボソーム衝突を引き起こす mRNA 配列として poly(A)配列がよく知られている 16,20–25。

この配列は未熟なポリアデニル化によって生成され、細胞内 mRNA の１~5%の mRNA に

存在すると推定されている 26。翻訳停滞が生じる原因として、poly(A)から翻訳されたポリ

リジンが、リボソームトンネル内腔と静電相互作用することが報告されている 27。近年の構

造解析により、ポリリジンがペプチジルトランスフェラーゼと相互作用し、また A サイト

のアデニン残基が rRNA と相互作用している様子が観察された 25。このことから poly(A)配

列はペプチド転移反応とコドン解読を阻害している可能性がある。poly(A)配列は出芽酵母

だけでなく、哺乳類細胞でも翻訳停滞を引き起こす 16,24,28。 

 

レアコドン連続配列 

強力に翻訳停滞を引き起こす配列として、レアコドン連続配列がある 23,29。レアコドンは出

現頻度が低いコドンであり、対応する tRNA が少ない。また、レアコドン CGA に完全に対

応する tRNA は出芽酵母に存在せず、tRNAArg(ACG)から産生される tRNAArg(ICG)が用い

られ、コドンのアデニンと、アンチコドンのイノシンが揺らぎ塩基対を形成する 30–32。tRNA

の存在が少なく、安定な塩基対形成ができないという 2 つの理由から、CGA コドンが連続

すると極度に翻訳速度が低下し、リボソーム衝突が誘発される。 

 

トリプトファン連続配列 

出芽酵母ではトリプトファンが連続した場合でもリボソーム衝突を引き起こす 23,33。トリプ

トファンは側鎖が嵩高いため、リボソームトンネル内で新生ペプチド鎖が詰まり、翻訳停滞
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が引き起こされると考えられている。 

 

ステムループ構造 

ステムループは相補的なヌクレオチド配列が、塩基対形成によって二重らせんを形成した

構造である。この構造は強固であるため、ほどくのに時間がかかり、リボソーム衝突を引き

起こすと考えられている。 

 

SDD1 配列 

近年、リボソーム衝突を引き起こす内在性の配列として SDD1 が同定された 14。構造解析

から、SDD1 配列は、側鎖の大きい新生ペプチド鎖がリボソームトンネルの狭窄部位で詰ま

り、また P サイトと A サイトにレアコドン連続配列が位置していることが明らかとなった

14。これら複合的な要因で SDD1 配列はリボソーム衝突を引き起こすと考えられている。一

方で、SDD1 配列がリボソーム衝突を引き起こす生理学的意義については不明であり、今後

の課題である。 

 

リボソーム衝突に起因したイベント 

リボソーム衝突が生じると RQC、NGD、RFS の 3 つのイベントが誘導される。RQC の惹起

に必要な停滞リボソームのサブユニット解離や、NGD における mRNA の切断は、リボソ

ーム衝突の解消につながる。RFS が生じることで翻訳しやすい読み枠に変更され、翻訳停

滞が解消される場合もある。本節では、これらイベントの分子メカニズムについて記述する。 

 

RQC 

RQC では、1) 衝突リボソームを認識し、2) 停滞したリボソームのユビキチン修飾で印を

つけたのち、3) 停滞したリボソームのサブユニット解離を行い、4) 解離した 60S サブユ

ニット上の新生ペプチド鎖を分解する (図壱)。RQC の分子メカニズムについて、各段階に
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分けて以下に記す。 

 

衝突リボソームの認識 

近年の構造解析より、衝突したリボソームは密接に相互作用していることが明らかになっ

た 14,15。停滞したリボソームの Asc1 と、衝突したリボソームの Asc1 が相互作用しており、

この相互作用領域がリボソーム衝突を認識する場になっていると考えられている。衝突リ

ボソームを認識する因子として、ユビキチン化酵素 Hel2 (ZNF598: Hel2 の哺乳類細胞のホ

モログ) が知られている 14,29,34–36。また構造解析より、SDD1 配列で形成されたトライソー

ムに Mbf1 が結合していることが明らかとなった 36。Mbf1 は衝突したリボソームの mRNA 

entry channel 近傍に存在し、40S サブユニット構成因子 uS3 や mRNA と相互作用している

36。Hel2 や Mbf1 の衝突リボソームへの結合が、もう一方の因子に依存しているかは明らか

となっていない。ただし、哺乳類細胞では、EDF1 (Mbf1 のホモログ) の衝突リボソームへ

の結合は ZNF598 に依存しないが、RACK1 (Asc1 のホモログ) の存在に依存している 36。 

 

停滞したリボソームのユビキチン化 

衝突したリボソームを認識した Hel2 は、40S サブユニット構成因子 uS10 をユビキチン修

飾する 14,15,29,37。このユビキチン修飾は E2 酵素 Ubc4 とともに行われる 14,15,29,37。in vitro 反

応を用いた解析より、Hel2 と Ubc4 は、uS10 に K63 型ユビキチン鎖 (K63 鎖) を主に形成

することが示唆されている 15,37。哺乳類細胞においては、ZNF598 が uS10 と eS10 をユビ

キチン修飾する 16,28,38。ZNF598 とともにユビキチン化を行う E2 は UBE2D3 であると想定

されている 16,39,40。また in vitro 反応の結果から ZNF598 と UBE2D2 は、uS10 と eS10 の

両方に K63 鎖を形成することが明らかになっている 16。 

 

停滞したリボソームのサブユニット解離 

ユビキチン化されたリボソームは RQT (RQC Trigger) 複合体によって認識され、40S サブ
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ユニットと 60S サブユニットへと解離される 14,29,37,41。RQT 複合体はヘリケース活性を有

する Slh1 と、ユビキチン結合能を有する Cue3 および Rqt4 からなる三者複合体である 29,37。

構造解析から、RQT 複合体がリボソームの E サイト近傍に位置することが報告されている

42。サブユニット解離には Slh1 のヘリケース活性が必要である 14,29。in vitro 反応を用いた

解析から、解離反応には、停滞したリボソームの外側に mRNA が位置する必要があると報

告されている 42。そのため、Slh1 が停滞したリボソームの外側にある mRNA を引っ張るこ

とでサブユニット解離を実行するというモデルが提唱されている。また、Cue3 と Rqt4 は

K63 型ユビキチン修飾と相互作用でき、このユビキチン結合能がサブユニット解離に必要

である 29,37。以上の知見から、２つのユビキチン結合タンパク質を介して、衝突リボソーム

に RQT 複合体がリクルートされたのち、Slh1 によって停滞したリボソームのサブユニッ

ト解離が実行されると考えられている。 

 

解離した 60S サブユニット上の新生ペプチド鎖の分解 

解離した 60S サブユニット上の新生ペプチド鎖は、ユビキチン-プロテアソーム・システム

によって速やかに分解される 23,43–46。解離した 60S サブユニットには、Rqc1、Rqc2、Ltn1

がリクルートされ RQC 複合体を形成する 43,47。Ltn1 は露出している新生ペプチド鎖に対し

て、ユビキチンを付加する 44,46。Rqc2 は tRNAAla と tRNAthr を RQC 複合体に呼び込み、翻

訳因子 eIF5A とともに新生ペプチド鎖の C 末端にアラニンとスレオニンをランダムに付加

する 29,48,49。このアラニンとスレオニンからなるタグは CAT-tail とよばれる。CAT-tail の

付加により、リボソームトンネル内のリジン残基を押し出し、Ltn1 によるユビキチン化を

可能にしている。 

新生ペプチド鎖のリリースは、ペプチジル tRNA の切断をもって行われる。Vms1 と補因子

の Arb1 が、tRNA の 3’末端 CCA モチーフをペプチド鎖の残す形で tRNA を切断する 50。

切断された新生ペプチド鎖は、Cdc48 によって 60S サブユニットから引き抜かれ、プロテ

アソームに運ばれ、分解を受ける 43,47,51。 
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NGD 

NGD は、リボソーム衝突を引き起こした mRNA を分子内切断し、mRNA 断片を迅速に分

解する機構である 15,50,51. (図弐)。NGD には、RQC と共役する NGDRQC+と共役しない

NGDRQC-が存在する 15。どちらの NGD においても、Hel2 のユビキチン化活性が必須であ

り、エンドヌクレアーゼ Cue2 が mRNA の内部切断を行う 15,52,53。mRNA 断片は、３’→5’

方向に RNA を分解する Ski 複合体 (エキソソーム) と、5’→3’方向に RNA を分解する Xrn1 

(エキソヌクレアーゼ) によって分解される 54。 

NGDRQC+では、Hel2 による uS10 のユビキチン化と、つづく RQT 複合体によるサブユニッ

ト解離のあとで、mRNA 切断が行われる。プライマーエクステンション法を用いた解析か

ら、切断点は解離したリボソームが覆っていた領域で行われていることが示唆されている

15。Cue2 W122A 変異体は NGDRQC+の mRNA 切断が行えないことが報告されている 52。 

一方、NGDRQC-は、衝突リボソームの 5’末端側の位置で mRNA の切断が行われる 15。その

ため、切断点は NGDRQC+の場合よりも 5’側にシフトする。NGDRQC-は eS7 をユビキチン化

することができる Hel2 1-315 変異体によって誘導される 15。ただし、Hel2 1-315 変異体は

eS7 をモノユビキチン化できないため、E3 酵素 Not4 が eS7 のものユビキチン化を行う 15。

また、NGDRQC-の mRNA 切断には、Cue2 のユビキチン結合活性が必要である 52。これら

の知見から、Not4 と Hel2 が段階的に eS7 をユビキチン修飾し、これを Cue2 が認識する

ことで NGDRQC-の mRNA 切断が実行されると考えられている。 

 

RFS 

Ribosomal frameshifting は、同一 mRNA から異なる読み枠で翻訳を行い、異なるアミノ酸

配列のタンパク質を合成する機構である。出芽酵母では、レアコドン連続配列で RFS が誘

発されることが知られており、この RFS は+1 RFS である 31,32,55,56。この RFS には、リボソ

ーム衝突が必要であることが強く示唆されているが、分子メカニズムは依然として不明の

ままである。以下に、これまでの報告内容を記す。 
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Hani S. Zaher のグループは、RFS の誘導機構モデルとして、衝突リボソームが mRNA を

引っ張ることを提唱している 57。しかし、このモデルについて十分に検証されておらず、検

討の余地がある。Elizabeth J Grayhack のグループは、遺伝学的スクリーニングにより、RFS

を促進する因子として eEF3 を同定した 56。しかし、RFS 誘導における eEF3 の機能は未解

明なままである。 

RFS の抑制因子として、遺伝学的解析から Asc1、uS3、Mbf1 が同定された 55。Asc1 は RQC

や NGD を抑制することで RFS を抑制していると考えられている。一方、uS3 と Mbf1 は、

1) mRNA の動きを止める、または、2) eEF3 の衝突リボソームへの結合を防ぐことで、RFS

を抑制すると考えられている 55,56。これら２つの抑制機構モデルについて、検証は不十分で

あり、今後、さらなる解析が必要である。 
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第１章 

リボソーム衝突における Mbf1 の機能解析 
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1-1. 序論 

リボソーム衝突に起因する生体内反応について、人為的に作成した mRNA 配列を用いてリ

ボソーム衝突を誘発し、解析が行われてきた。代表的な停滞誘導 mRNA 配列として、レア

コドン連続配列とアデニンを連続させた poly(A)配列が挙げられる。レアコドンは対応する

tRNA が少ないため、A サイトへの tRNA の供給に時間がかかる。また出芽酵母のレアコド

ン CGA は、3 番目の塩基対形成で揺らぎがあるため、コドン-アンチコドンの構造が不安定

である 30–32。これらの理由から、レアコドンが連続すると翻訳伸長反応が著しく遅延する。

poly(A)配列は、新生ペプチド鎖のポリリジンがペプチジルトランスフェラーゼセンターと、

poly(A)配列が 18S rRNA とそれぞれ相互作用することで翻訳反応が停滞すると考えられて

いる 25。近年、出芽酵母における内在性の停滞配列として SDD1 が同定された 14。SDD1 配

列は主に、レアコドン連続配列と、新生ペプチド鎖がリボソームトンネルの狭窄部位でスタ

ックすることで翻訳停滞を引き起こすと考えられている。 

 

2020 年、Rachel Green および Roland Beckmann らのグループは、SDD1 mRNA で形成さ

れる衝突リボソームに、Mbf1 が結合していることを報告した 36。この構造において、Mbf1

は、衝突したリボソームの mRNA entry channel 近傍に結合しており、リボソームタンパク

質 uS3 や mRNA と相互作用していることが確認された。 

 

Mbf1 は、すでにレアコドン連続配列において、リボソームフレームシフト (Ribosomal 

frameshift 以下 RFS) を抑制する因子として報告されている 55。レアコドン連続配列は

RQC や NGD といった品質管理機構を誘導することから、Mbf1 は品質管理に影響を及ぼ

す可能性がある。 

 

RFS と NGD に関する研究が先行して行われている。Hani S. Zaher らのグループは、uS3 

R116A R117A 変異株では、ステムループ、レアコドン連続配列および poly(A)配列におけ
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る NGD を誘導されないことを報告した 57。またこの変異体で、レアコドン連続配列に起因

する RFS が促進されることから 57、彼らは、NGD が欠失した際に RFS が誘発されると主

張した。しかし、NGD と RFS の因果関係は、まだ議論の途中にあり、RFS が促進される

ことで NGD が抑制されている可能性も十分にある。またレアコドン連続配列でしか解析

を行っておらず、ほかの停滞配列における RFS と NGD・RQC の関係性についても明らか

にする必要がある。 

 

1-2. 目的 

本研究では、リボソーム衝突に結合する Mbf1 の RQC、NGD および RFS における機能に

ついて明らかにすることを目的とした。また、リボソーム衝突を誘発する mRNA 配列とし

て、レアコドン連続配列、poly(A)配列、SDD1 配列の 3 種類を用いることで、Mbf1 の機能

の一般性についても検討を行う (図 1-1-A)。 
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1-3. 結果 

本研究の戦略 

レアコドン連続配列、poly(A)配列、SDD1 配列における RQC、NGD、RFS の誘導を確認

するため、レポーター遺伝子を用いた (図 1-1-A.)。レアコドン連続配列および poly(A)配

列においては、GFP と FLAG-HIS3 の間にそれぞれの配列を挿入したレポーターを利用し

た。SDD1 配列における解析は、全長の SDD1 配列の N 末端に HA タグを、C 末端に V5

タグと FLAG タグを連続して付加したレポーターを利用した。レアコドン連続配列におけ

る RFS は+1 RFS であることが報告されている。そこで GFP-X-FLAG-HIS3 遺伝子 (X は

停滞配列) の X の直後にグアニンを 1 塩基挿入し、+1 RFS が生じた場合のみ、HIS3 の C

末端まで翻訳した産物ができるレポーターを構築した。 

また RQC と NGD の誘導効率を求めるために、遺伝子欠損変異株を用いて解析を行った

(図 1-1-A.)。RQC については ltn1Δ株を利用し、Ltn1 依存に分解されるアレスト産物の蓄

積量をウエスタン・ブロットにより確認した。NGDRQC+と NGDRQC-については、それぞれ

ski2Δ株と ski2Δslh1Δ株を使用し、Cue2 の mRNA 切断により産生される 5’側の切断産物 

(5’ NGD IM: 5’ NGD Intermediate) をノーザン・ブロットにより確認した。RFS について

は、GFP-X+G -FLAG-HIS3 遺伝子から、+1 RFS が生じることで産生されるタンパク質の

発現量をウエスタン・ブロットにより確認した。 

 

Mbf1 は、レアコドン連続配列における RQC と NGDRQC+と NGDRQC-の誘導に必要であり、

また RFSの誘導を抑制する 

まず初めにレアコドン配列における Mbf1 の機能解析を行った。野生株および、RQC を誘

導しない hel2Δ株と、Mbf1 とは異なる機序で+1 RFS を誘発する asc1Δ株をコントロール

に置いた。その結果、mbf1Δltn1Δ株ではアレスト産物の蓄積が観察されない一方で、+1 

RFS 産物と推察される産物が検出された (図 1-2-A)。このことから、Mbf1 は RQC を促進

し、＋１RFS を抑制していることが示唆された。NGD については、NGD が誘導されない
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2 種類の変異株 (NGD を誘導する Hel2 を欠損させた株と、mRNA の内部切断を行う Cue2

を欠損させた株)、NGDRQC-のみ誘導される変異株 (リボソームのサブユニット解離を引き

起こす Slh1 を欠損させた株) をコントロールに置き、解析を行った。その結果、mbf1Δski2

Δ株および、mbf1Δslh1Δski2Δ株で 5’ NGD IM が検出されなかった (図 1-2-B)。このこ

とから、Mbf1 は NGDRQC+と NGDRQC-の誘導に必要であることが示唆された。さらに RFS

について、mbf1Δ株では野生株と比較して+1 RFS 産物が増加していた (図 1-2-C)。図 1-

2-A の結果も踏まえ、先行研究同様に Mbf1 が+1 RFS を抑制することを確認できた。RQC

と NGD の誘導に必須な Hel2 を欠損した株で+1 RFS 産物が観察されたことから、Hel2 も

+1 RFS を抑制している可能性が示唆された。また NGD の誘導に必須な Cue2 を欠損した

株で+1 RFS 産物が観察されなかった。Zaher らが提唱したモデルと異なり、NGD の欠損

の結果として+1 RFS が誘導されるわけではないことが明らかになった。 

 

Mbf1は、poly(A)配列における RQC、NGDRQC+、NGDRQC-、RFSの誘導に関与しない 

次に poly(A)配列における Mbf1 の機能解析を行った。レアコドン連続配列の解析と同様の

コントロールを置き、RQC、NGD、+1 RFS の誘導を観察した。mbf1Δltn1Δ株でアレス

ト産物が検出され (図 1-2-D)、mbf1Δski2Δ株及び mbf1Δslh1Δski2Δ株で 5’ NGD IM が

検出された (図 1-2-E)。一方で、mbf1Δ株で+1 RFS 産物は検出されなかった (図 1-2-F)。

このことから、poly(A)配列におけるリボソーム衝突において、Mbf1 は、RQC 、NGDRQC+、

NGDRQC-、+1 RFS の誘導に必要でないことが明らかとなった。 

 

Mbf1は、SDD1配列における RQCと NGDRQC-、RFSの誘導に関与しないが、NGDRQC+の

誘導に必要である 

次に SDD1 配列における Mbf1 の機能解析を行った。これまでの解析と同様のコントロー

ルを置き、RQC、NGD、+1 RFS の誘導を観察した。+1 RFS の誘導の解析には GFP-X+g-

FLAG-HIS3 遺伝子の X に SDD1 の最小停滞配列を挿入したレポーターを用いた。解析の
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結果、mbf1Δltn1Δ株でアレスト産物が検出された (図 1-2-G)、mbf1Δski2Δ株で 5’ NGD 

IM が検出されなかった一方で、mbf1Δslh1Δski2Δ株で 5’ NGD IM が検出された (図 1-

2-H)。また mbf1Δ株で+1 RFS 産物が検出された (図 1-2-I)。 

SDD1 の全長配列における+1 RFS の誘導効率についても解析を行なった。SDD1 における

停滞では、停滞したリボソームの A-site が 213 番目のアルギニン残基に位置していること

が明らかになっている。この位置で+1RFS が生じると、停滞配列のすぐ直後で終止コドン

が生じ、アレスト産物とほぼ同じ分子量の+1 RFS 産物が産生されてしまう。そこで、214

番目のロイシン残基のコドン UUG を CUU に置換し、+1 RFS 産物がアレスト産物よりも、

およそ 1 kDa 大きくなる SDD1 L(UUG)214L(CUU) 変異体を作成した。この変異体によ

り、アレスト産物と全長産物の間に+1 RFS 産物が検出されると予想される (図 1-2-J)。+1 

RFS を誘発することが知られている Asc1 を欠損させた株では+1 RFS と思われる産物が検

出されたが、mbf1Δ株では検出されなかった (図 1-2-K)。これらの結果から、SDD1 配列

におけるリボソーム衝突において、Mbf1 は、RQC、NGDRQC-、+1 RFS に不要である一方

で、NGDRQC+には必要であることが明らかとなった。 

以上の結果より、Mbf1 は停滞配列に応じて、RQC、NGD、RFS の誘導を別々に制御して

おり、レアコドン連続配列における RQC と NGD の誘導と、SDD1 配列における NGDRQC+

の誘導に必要であることが明らかになった。 

 

Mbf1のリボソーム結合能が、リボソーム衝突に起因するイベントの誘導制御に必要である 

mbf1Δ株を用いた解析で見られた表現型が、Mbf1 とリボソームとの結合に起因するかを検

証した。先行研究で、Mbf1 とリボソームが相互作用する様子が観察されている。そこで、

Mbf1 がリボソームと相互作用するアミノ酸残基に変異を入れ、リボソームとの相互作用が

弱い変異体の作成を試みた。 

Peter Tesina 博士、Roland Beckmann 博士らの構造解析より、Mbf1 の D66 は uS3 の K108

と静電相互作用する様子が観察され、T69、D70、I71、V72 は uS3 の近傍に位置していた 
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(図 1-3-A)。これらのアミノ酸残基がリボソームとの相互作用に必要であるかを検証するた

め、側鎖の電荷を負電荷から正電荷に変更した Mbf1 D66R 変異体と各アミノ酸をアラニン

に置換した Mbf1 T69A/D70A/I71A/V72A 変異体、それぞれの変異を組み合わせた Mbf1 

D66R/T69A/D70A/I71A/V72A 変異体を作成した。これら変異体とリボソームとの相互作

用を確認するため、ポリソーム解析を実施した (図 1-3-B)。Mbf1 野生型 (wild type, 以下

WT) で見られていたポリソーム画分における分布が、 Mbf1 D66R 変異体と Mbf1 

T69A/D70A/I71A/V72A 変 異 体 で 低 下 し て い た 。 ま た 、 Mbf1 

D66R/T69A/D70A/I71A/V72A 変異体ではさらに分布が低下していた。この結果から、完

全ではないが、部分的にリボソームとの相互作用が弱い Mbf1 変異体を構築することができ

たと考えた。 

まず、これら変異体を相補し、レアコドン連続配列を含むレポーターを用いて解析した。 

mbf1Δ株では RQC や NGD が誘導されないが、Mbf1 WT を相補することで RQC や NGD

が誘導される様子が観察された(図 1-3-C lane 4)。変異体を相補した場合では、RQC/NGD

の 誘 導 が 抑 制 さ れ て お り 、 リ ボ ソ ー ム と の 相 互 作 用 が 最 も 弱 い Mbf1 

D66R/T69A/D70A/I71A/V72A 変異体を相補した場合で最も抑制されていた (図 1-3-C 

lane 10)。また RFS の誘導については、mbf1Δ株で観察された+1 RFS 産物が、Mbf1 WT

を相補すると検出されず、Mbf1 の変異体を相補することで検出された (図 1-3-E)。これら

の結果から、Mbf1 のリボソームとの結合がレアコドン連続配列における RQC、NGD の誘

導促進と+1 RFS の抑制に必要であることが示唆された。 

次に SDD1 配列における RQC の誘導効率を解析したが、Mbf1 はこの配列における RQC

を促進しないため、変異体を相補してもアレスト産物の量に変化は見られなかった (図 1-

3-F)。また、NGD の誘導効率について解析すると、予想に反して、変異体を相補した全て

の株で 5’ NGD IM の量がわずかに減少したのみで、mbf1 欠損変異株の表現型まで減少し

なかった (図 1-3-G）。用いた変異体は野生型と比べるとリボソームとの結合が弱いが、完

全に結合しないわけではない (図 1-3-B)。弱いながらもリボソームと相互作用があるため、
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変異体を相補した株と mbf1Δ株の表現型が異なると考察した。そこでリボソームに完全に

結合できない変異体の作成を進めることにした。 

Mbf1 は uS3 だけでなく mRNA とも相互作用する (図 1-3-H)。そこで、mRNA と相互作用

す る K46 、 K47 、 W48 に つ い て 電 荷 の 反 転 と ア ラ ニ ン 置 換 を 行 っ た Mbf1 

K46D/K47D/W48A 変異体を作成した。また uS3 との相互作用部位に変異を導入し、リボ

ソ ー ム と の 相 互 作 用 が 減 弱 し た D66R 変 異 も 組 み 合 わ せ た Mbf1 

K46D/K47D/W48A/D66R 変異体を作成した。ポリソーム解析の結果、これまでの変異体

と比較し、ポリソーム画分の分布がさらに低下し、Mbf1 K46D/K47D/W48A/D66R 変異体

は、ポリソーム画分にほとんど存在していなかった (図 1-3-I)。そこで、この変異体を用い

て SDD1 配列における RQC、NGD の誘導効率について再度解析を行った。これまで通り、

野生型および変異体を相補してもアレスト産物の量に変化は見られなかった (図 1-3-J)。

NGD に つ い て 解 析 を 行 う と 、 Mbf1 K46D/K47D/W48A 変 異 体 お よ び Mbf1 

K46D/K47D/W48A/D66R 変異体で、5’ NGD IM が減弱している様子が観察された。この

ことから、Mbf1 とリボソームとの相互作用が、SDD1 配列における NGD の誘導に必要で

あることが示唆された。 

 

uS3K108E変異株は、mbf1株と同様の表現型を示す 

先行研究より、uS3 K108E 変異体が Mbf1 と同経路で+1 RFS を抑制することが報告されて

いる 55。Mbf1 の場合と同様に、uS3 K108E 変異株も RFS の誘導について解析が行われて

いるが、RQC や NGD における機能は未知のままであった。Mbf1 がそれぞれのイベント

の制御を担っていることが明らかになったため、uS3 K108E 変異体についても解析を行う

こととした。 

まず NGD の誘導効率を調査した。uS3K108E 変異株では、レアコドン連続配列および SDD1

配列を挿入したレポーター遺伝子由来の 5’ NGD IM が検出されず、poly(A)を挿入したレ

ポーター遺伝子由来の 5’ NGD IM は検出された (図 1-4-A, D, E)。このことから、uS3 
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K108E 変異体はレアコドン連続配列と SDD1 配列における NGD を促進していることが示

唆された。また RQC の誘導効率について解析を行った。その結果、uS3K108E ltn1Δ変異

株では、レアコドン連続配列を挿入したレポーター遺伝子由来のアレスト産物が減少し、+1 

RFS と推測されるバンドが検出された (図 1-4-B)。一方で、poly(A)配列と SDD1 配列のレ

ポーター遺伝子からはアレスト産物が検出された (図 1-4-B, F)。これら結果から、uS3 

K108E 変異体はレアコドン連続配列における RQC の促進と RFS の抑制を担っていること

が示唆された。 
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1-4. 考察 

本研究では、リボソーム衝突に起因するさまざまなイベントに対し、Mbf1 がどのように作

用しているのかを明らかにするために解析を行った。また、細胞内では、多様なリボソーム

衝突が生じていることから、停滞の機序が異なるレアコドン連続配列、poly(A)配列、さら

には内在性の SDD1 配列を用いることで、Mbf1 の機能に一般性があるのかについても検討

を行った。 

レポーター解析の結果は、以下の通りになった (表 1-1) (図 1-5-A)。レアコドン連続配列

では、Mbf1 は RFS を抑制し、RQC と NGD を誘導していた。poly(A)配列では各イベント

に対する Mbf1 の寄与は確認されなかった。SDD1 配列では、Mbf1 は RFS を抑制し、

NGDRQC+を抑制する一方で、RQC と NGDRQC-には寄与していなかった。この結果につい

て、衝突リボソームの構造と、翻訳停滞の安定性の 2 つから考察を行う。 

 

衝突リボソームの構造 

構造解析から、Mbf1 の結合するリボソームは、tRNA が A/P、P/E に位置した回転状態

(rotated) 状態である 14。Mbf1 は、衝突リボソームの mRNA entry channel 付近と相互作

用することから 36、Mbf1 は rotated 状態を認識している可能性がある。レアコドン配列に

おける衝突リボソームが rotated 状態であるのに対し、poly(A)配列における衝突リボソー

ムは non-rotated 状態である 25。このことから、Mbf1 が poly(A)配列におけるイベントの

誘導に関与しなかった理由として、そもそも結合しないことが考えられる。 

 

翻訳停滞の安定性 

衝突リボソームの安定性について、レアコドン連続配列は比較的不安定である。レアコドン

連続配列は、A-site が空であることに起因して、翻訳停滞を誘発する。そのため、+1 RFS

が誘導されると、翻訳停滞の原因が解消され、リボソーム衝突も解消される。一方で、poly(A)

配列や SDD1 配列は、新生ペプチド鎖がリボソームと相互作用することで翻訳停滞が生じ
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るため、+1 RFS を誘導しても翻訳停滞の原因は解消されない。mbf1株において、レアコ

ドン連続配列では＋1 RFS のみが、poly(A)配列では、RQC/NGD のみが生じていた。この

ことから、先に＋1 RFS が生じ、リボソームの衝突状態が解除されると、RQC/NGD が誘

導されなくなると推察される。 

SDD1 配列では、mbf1Δ株で RQC と NGDRQC-が誘導され、NGDRQC+と RFS は誘導され

ていなかった。NGDRQC+が観察されなかった理由として、Mbf1 が NGDRQC+での mRNA 切

断を補助している可能性がある。原核生物において、リボソーム衝突に起因した mRNA の

内部切断を担う SmrB は、衝突リボソームの 40S サブユニット同士の相互作用領域に位置

し 58、この位置は、Mbf1 が衝突したリボソームと相互作用する領域とほぼ同じである。ま

た、Mbf1 自体も mRNA と相互作用している。こうしたことから、出芽酵母の mRNA 切断

酵素 Cue2 と Mbf1 が同じ位置に存在し、相互作用している可能性がある。Cue2 による

mRNA 切断の構造学的解析や、Mbf1 と Cue2 の相互作用に関する解析等を行い、この可能

性について検証を行う必要がある。 

 

+1 RFS の誘導効率を求めるレポーター解析において、NGD の mRNA 切断を担う Cue2 を

欠損させた株では、レアコドン連続配列、poly(A)配列、SDD1 配列の全てにおいて+1 RFS

の誘導が促進されていなかった。このことから、これまで主張されていた「NGD が欠失し

た際に RFS が誘発される」というモデルが誤りであることが明らかになった。一方で、RQC

と NGD の誘導に必須な Hel2 を欠損させた場合、レアコドン連続配列において+1 RFS が

促進されていた。このことから、+1 RFS を誘発しやすいレアコドン連続配列においては、

「RQC や NGD の両方が欠失した際に RFS が誘発される」可能性がある。 
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第 2 章 

uS10 のユビキチン修飾の高次構造とその機能の解明 
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2-1. 序論 

ユビキチン修飾は翻訳後修飾の一つであり、付加反応と脱離反応によって可逆的に制御を

受けている。付加反応では、E1、E2、E3 の３つの酵素群による連続的な反応が行われる。

E1 は、ATP 加水分解エネルギーを用いて、E1 分子のチオール基とユビキチンの C 末端の

カルボキシ基間でチオエステル結合を形成する。この反応により活性型となったユビキチ

ンは、E2 酵素に受け渡されたのち、E3 酵素を介して、基質タンパク質のリジン残基に付加

される。脱離反応では、脱ユビキチン化酵素 (deubiquitinase: DUB) によって、エネルギー

非依存にユビキチンを除去する。ユビキチンシグナル伝達において、ユビキチン化反応はシ

グナルの産生に、脱ユビキチン化反応はシグナルの消去、あるいは誤ったユビキチン修飾の

編集として機能する。 

 

ユビキチン修飾の特徴として、修飾様式の多様性が挙げられる。基質タンパク質の複数のリ

ジン残基に対してユビキチンを付加するマルチプルユビキチン修飾や、ユビキチンに対し

さらにユビキチンが付加するポリユビキチン修飾などがある。ポリユビキチン修飾では、ユ

ビキチン分子内の 7 つのリジン残基もしくは N 末端のアミノ基を介してユビキチン鎖が形

成されることから、合計 8 つの連結型が存在する。連結型によってユビキチン修飾の機能

は異なり、例えば、K48 型はプロテアソーム依存の分解のシグナルとして、K63 型は DNA

修復のシグナルとして機能していることが広く知られている 59,60。このような連結型による

機能の違いは、ユビキチン修飾を認識してシグナルを下流へと伝達するコーダー分子が、特

定の連結型のみ相互作用するためである 61,62。 

 

また、近年の解析により、細胞内には、単独の連結型のみで形成されたユビキチン鎖だけで

なく、複数の連結型を組み合わせたユビキチン鎖が存在することが明らかになってきた。例

えば、IL-1βの下流で機能する TRAF6 には、K63 鎖を幹とし、K48 鎖が枝として付加され

た K63/K48 型分岐鎖が形成されている 63。このほかにも、K11/K48 分岐鎖や K29/K48 分
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岐鎖、３つの連結型を組み合わせた K63/K11/K48 分岐鎖も存在する 64–66。これらの修飾様

式は一例に過ぎず、今後、様々な修飾様式が発見されることが期待されている。 

 

ユビキチン修飾は、ホモタイプからヘテロタイプに変換されることで機能を獲得する場合

がある。ユビキチン修飾を認識するデコーダー分子と脱ユビキチン化酵素は、特定の連結型

を認識するため、ユビキチン鎖の高次構造こそが、機能を決定する。先に挙げた TRAF6 の

K63/K48 分岐鎖は、K48 鎖を付加することで脱ユビキチン化酵素による K63 鎖の消去を阻

害し、ユビキチンシグナルの持続を促す 63。また、K11/K48 分岐鎖は、どちらの連結型も

プロテアソーム依存の分解シグナルとして機能することから、分岐鎖になることでデコー

ダー分子により認識されやすくなり、分解シグナルが増強する 64。したがって、ユビキチン

修飾の機能を正確に理解するためには、基質タンパク質に形成されるユビキチン鎖の高次

構造と、デコーダー分子が認識するユビキチン鎖を明らかにする必要がある。 

 

RQC の誘導においては、リボソームタンパク質 uS10 のユビキチン化が必須である 29。E3

酵素 Hel2 は衝突したリボソームを認識し、E2 酵素 Ubc4 とともに、ユビキチン化を行う

29。uS10 のユビキチン化サイトは 6 番目と 8 番目のリジン残基であり、RQC の誘導に必須

な連結型は K63 型である 15,29,37。RNA ヘリケース活性を有する Slh1 と、2 つのユビキチン

結合タンパク質 Cue3 と Rqt4 から成る RQT 複合体は、uS10 のユビキチン修飾を認識し、

停滞したリボソームのサブユニット解離を行う 29,37。 

 

RQC におけるユビキチン化反応とデコーダー分子の機能について理解が進んでいる一方で、

脱ユビキチン化反応については解析が進んでいない。DUB が機能する場面として、1) RQT

複合体によって解離された 40S サブユニットの状態で、不要となったユビキチン修飾を除

去する、あるいは、2) 翻訳伸長途中で、誤ったユビキチン修飾を除去する可能性が考えら

れる。しかし、uS10 のユビキチン修飾を除去する DUB は同定されておらず、DUB による
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uS10 のユビキチン修飾の制御システムは不明なままであった。そのため、DUB による RQC

の制御機構が存在するのかも未解明なままであった。 

 

先行研究より、uS10 には K48 鎖と K63 鎖が形成されていることが報告されている 15,29。こ

のことから、これらのユビキチン鎖を組み合わせた分岐鎖や混合鎖が存在する可能性があ

る。しかし、uS10 のユビキチン修飾の高次構造については解析が行われておらず、ユビキ

チン鎖の高次構造を介した RQC の制御機構が存在するかも明らかとなっていない。 

 

2-2. 目的 

本研究では、uS10 のユビキチン鎖を除去する DUB の同定を試みた。また、DUB の基質特

異性 (基質リボソームとユビキチン鎖の連結型) を明らかにするとともに、RQC における

DUB の機能の解明を目指した。さらに、uS10 のユビキチン鎖の高次構造を明らかにし、ユ

ビキチン鎖の高次構造を介して RQC の制御が行われているかを検証することとした。 
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2-3. 結果 

出芽酵母の eS10は Hel2によってユビキチン修飾されない 

まず初めに、RQC の誘導シグナルとして機能するリボソームタンパク質のユビキチン修飾

について確認を行った。出芽酵母では uS10 のユビキチン修飾が RQC の誘導に必須である

が 29、哺乳類細胞では uS10 だけでなく、eS10 のユビキチン修飾も RQC の誘導に必要であ

る 13,16,28,38,40,67。そこで、出芽酵母においても eS10 がユビキチン修飾されているかを検証し

た。まず、哺乳類細胞の eS10 と、出芽酵母の eS10 (Rps10A と Rps10B) のアミノ酸配列を

比較した。その結果、哺乳類細胞の eS10 の C 末端領域は出芽酵母に存在せず、ユビキチン

化サイトの K138、K139 も保存されていなかった (図 2-1-A)。次に、出芽酵母の eS10 が

Hel2 によってユビキチン化を受けているかについて検証を行った。ウエスタン・ブロット

により、ユビキチン化状態を評価したところ、uS10 は Hel2 の過剰発現によって高分子量

のバンドが出現したのに対し、eS10 では変化が見られなかった(図 2-1-B)。 

eS10 (Rps10A) の 5 番目のリジン残基がユビキチン化サイトであることが報告されている

が 68、このサイトに Hel2 がユビキチン化するかは不明であった。そこで、このリジン残基

をアルギニンに置換した変異体を作成し、ウエスタン・ブロットを行った。しかし、野生型

と eS10 K5R 変異体でバンドパターンは変化しておらず、HEL2 を欠損させた株でも変化は

見られなかった(図 2-1-C)。これらの結果から eS10 は Hel2 によるユビキチン修飾を受け

ていないことが明らかとなった。Hel2 は uS10 のユビキチン修飾のみが行なわれることか

ら、これ以降、uS10 のユビキチン修飾のみに着目して解析を行うこととした。 

 

Ubp2と Ubp3が uS10のユビキチン修飾を除去する 

uS10 のユビキチン修飾を制御する DUB を同定するため、研究室に存在する DUB 欠損変

異株における uS10 のユビキチン化状態をウエスタン・ブロット法で評価した。その結果、

ubp2 株および ubp3 株でユビキチン化の亢進が観察された (図 2-2-A)。ubp2 株ではポ

リユビキチン化の亢進が、ubp3 株ではモノもしくはダイユビキチン化が亢進していた。
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ubp2 ubp3 株では、単独欠損株と比較し、相加的にユビキチン化が亢進していた (図 2-

2-B)。このことから、Ubp2 と Ubp3 は、異なるユビキチン鎖を標的に、独立に機能してい

ることが示唆された。また Ubp2 と Ubp3 が Hel2 依存のユビキチン鎖を除去しているかを

検証した。Hel2 を欠損させると、ユビキチン化が低下したことから、Ubp2 と Ubp3 は Hel2

依存のユビキチン鎖を除去することが示唆された (図 2-2-C)。さらに、hel2ubp3 株は、

hel2 株と比較し、ユビキチン化が亢進していたことから、Ubp3 は Hel2 非依存のユビキ

チン鎖も除去していることが示唆された (図 2-2-C)。 

 

Ubp2 はサブユニット解離後にユビキチン修飾を消去し、Ubp3 は翻訳伸長段階でユビキチ

ン鎖を校正・編集する 

同定された DUB らの基質リボソームの特異性を明らかにするため、ポリソーム解析を実施

した。野生株では主に 80S 画分以降で uS10 のポリユビキチン化が亢進していた (2-3-A)。

ubp2株では、40S 画分における uS10 のポリユビキチン化が観察された (図 2-3-B)。この

ことから Ubp2 が解離した 40S サブユニット上で、ユビキチン鎖を除去していることが示

唆された。ubp3株では、野生株と比較し、ポリソーム画分におけるダイユビキチン化が亢

進していた (図 2-3-C)。したがって、Ubp3 は翻訳途中のリボソームを基質とし、ユビキチ

ン鎖を除去していることが示唆された。また ubp2ubp3株では、40S 画分における uS10

のポリユビキチン化とポリソーム画分におけるダイユビキチン化の亢進が確認され、単独

欠損変異株の表現型を相加的に示していた (図 2-3-D)。 

つづいて、試験管内反応を用いて、同定された DUB らの基質リボソームの特異性について

解析を進めた。また RQC の誘導に必須な K63 鎖に対する特異性についても検討するため、

ユビキチンの 63 番目のリジンをアルギニンに置換した ubK63R 変異株を使用した。ubp2 

ubWT 株に由来する 40S を基質に、野生型の Ubp2 精製タンパク質を添加すると、脱ユビ

キチン化反応が進行した一方で、脱ユビキチン化活性を不活化した変異体である Ubp2 

C745S 精製タンパク質を添加しても反応は進行しなかった (図 2-3-E)。また、ubK63R 株
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の 40S や、ubWT 株と ubK63R 株のポリソームを基質にしても反応は進行しなかった (図

2-3-E, F)。これらの結果から、Ubp2 は 40S サブユニット上で、K63 鎖を除去していること

が示唆された。Ubp3 についても同様の実験を行った。不活型変異体には Ubp3 C496A 変

異体を使用した。解析の結果、40S を基質とした際に反応が進行しなかった一方で (図 2-3-

G)、ポリソームを基質とすると、UbWT 株と UbK63R 株のどちらにおいても反応が進行し

た (図 2-3-H)。この結果から、Ubp3 は翻訳途中のリボソームを基質とし、K63 型を特異的

とせずに、ユビキチン鎖を除去していることが示唆された。 

 

Ubp2は K48鎖と K63鎖を、ubp3は K48鎖を制御する 

各 DUB が制御するユビキチン鎖の連結型について詳細に解析するために、液体クロマトグ

ラフィー質量分析ベースの絶対定量法 Ub-PRM (parallel reaction monitoring) を用いて解

析を行った 69。翻訳途中のリボソームのユビキチン化状態を評価するため、60S サブユニッ

ト構成因子 uL23 に付加した FLAG ダグで 80S リボソームを精製した。その後、変性条件

下で、uS10 に付加した His タグを介して、uS10 を単離精製した (図 2-4-A)。 

通常条件下ではユビキチン化状態が少ないこと、精製途中でユビキチン修飾が外れてしま

うといった理由から、Hel2 を過剰発現した株を用いることにした。その結果、ユビキチン

化された uS10 の精製に成功した (図 2-4-B)。このサンプルを用いてユビキチン鎖の連結型

を定量した (図 2-4-C)。野生株では、K63 型と K48 型が主に存在していた (図 2-4-D)。

Ub-PRM により、連結型を定量したところ、野生株と比較し、ubp2株では型と型

の増加が、ubp3株では主に型の増加が確認された (図 2-4-E)。このことから、Ubp2 は

K48 鎖と K63 鎖を、ubp3 は K48 鎖の制御を行うことが明らかとなった。Ubp2 は K63 鎖

を特異的に除去するため、ubp2 は K48 鎖を間接的に制御していることが示唆された。質量

分析法に用いたサンプルを、ユビキチン鎖の連結型特異的な抗体で、ウエスタン・ブロット

を行った。その結果、ubp2株ではポリユビキチン鎖に型と型が存在することが確

認された (図 2-4-D)。また ubp3株ではダイユビキチン鎖に型と型が存在すること
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が確認された (図 2-4-D)。 

 

Ubp2と Ubp3は uS10のユビキチン修飾の制御を介して RQCを抑制する 

Ubp2 と Ubp3 が RQC に影響を及ぼしているかを検証するため、レポーター解析を実施し

た。本解析ではレアコドン連続配列を挿入したレポーターを使用した。また RQC の誘導効

率の評価は、LTN1 をノックアウトした際に検出されるアレスト産物の蓄積量から算出し

た。解析の結果、野生株と比較し、ubp2 株および ubp3 株でアレスト産物は減少してお

り、RQC が抑制されていた (図 2-5-A)。また、ubp2  ubp3 株では、単独欠損株と比較し

てアレスト産物が減少し、RQC がさらに抑制されていた (図 2-5-A)。このことから、Ubp2

と Ubp3 は RQC の促進因子であることが示唆された。 

RQC の誘導因子を欠損させた変異株は、翻訳阻害剤アニソマイシンに対して感受性を示す

29。スポットアッセイにより感受性試験を行ったところ、ubp2 株はわずかに感受性を示し、

ubp3 株は感受性を示した (図 2-5-B)。また、ubp2  ubp3 株では単独欠損株よりも強く

感受性を示した (図 2-5-B)。この結果からも、Ubp2 と Ubp3 が RQC の促進因子であるこ

とが示唆された。 

 

uS10にはどのようなユビキチン鎖が形成されているのだろうか 

液体クロマトグラフィー質量分析ベースの絶対定量法を用いた解析から、uS10 には主に

K48 型と K63 型が形成されていることが明らかとなった。このことから、ユビキチン鎖の

高次構造として、ホモメトリックな K48 鎖あるいは K63 鎖、枝分かれを有した分岐鎖、一

本鎖に２つの連結型が混在した混合鎖、2 つのユビキチン化サイトに別々の連結型でユビキ

チン鎖が形成されたマルチプル型が想定された (図 2-6-A)。そこで、これら連結様式につ

いて検討を行った。 
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uS10には K48/K63型の分岐鎖が形成されていない 

はじめに、分岐鎖が形成されているかについて検証を行った。野生型のユビキチンはトリプ

シン処理によって 48 番目と 63 番目の間にある 54 番目のアルギニンで切断を受ける (図

2-7-A 左)。そのため、分岐鎖が形成されていても、切断により、分岐情報は消失してしま

う。そこで、54 番目のアルギニンをアラニンに置換し、切断を免れる Ub R54A 変異体を用

いた 63。Ub R54A をトリプシン処理すると K48/K63 型の分岐に由来するペプチド断片が生

成される (図 2-7-A 右)。これを計測し、分岐の量を測定した。その結果、野生株、ubp2

株、ubp3株の全ての株で分岐型が測定されなかった (図 2-7-B)。したがって、uS10 には

K48/K63 型の分岐鎖が形成されていないことが明らかになった。 

 

マルチプル型ユビキチン修飾による RQCの制御は存在しない 

つぎに、マルチプル型について検討を行った。まず、マルチプルユビキチン修飾を形成でき

ないシングルリジン変異体 uS10 K6R と uS10 K8R のユビキチン化状態をウエスタン・ブロ

ット法により評価した。その結果、どちらのシングルリジン変異体も野生型と同程度にユビ

キチン化されていた (図 2-8-A)。また、シングルリジン変異体におけるユビキチン鎖の連

結型を、連結型特異的な抗体を用いたウエスタン・ブロット法により評価した。K48 型も

K63 型も野生型と同様に形成されていた (図 2-8-B)。これらの結果から、マルチプル型に

依存せずに K48 鎖と K63 鎖が形成されることが明らかとなった。 

シングルリジン変異体の RQC の誘導効率について、レポーター解析により求めた。その結

果、シングルリジン変異体で野生型と同程度のアレスト産物が検出された (図 2-8-C)。ま

たアニソマイシンに対する感受性を評価したが、野生株と比較し変化が見られなかった (図

2-8-D)。これらの結果から、マルチプル型ユビキチン修飾による RQC の制御は存在しない

ことが示唆された。 
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uS10に、根本に K48鎖が、遠位に K63鎖が形成されている 

つづいて、ユビキチン鎖の繋がり方について、UbiCRest を用いて解析を行った。UbiCRest

は連結型特異的な脱ユビキチン化酵素により処理したのち、ウエスタン・ブロット法を行う

ことで、連結型の位置関係が求めることができる解析法である 70。本解析では K63 型に特

異的な脱ユビキチン化酵素 AMSH*と K48 型に特異的な OTUB1*を利用した。また WT と

ubp3株から精製した uS10 は、ダイ-ユビキチン化までしか検出できず、ユビキチン鎖の高

次構造について検討できない。そのため、本解析では、ubp2株から精製した uS10 を利用

した。AMSH*および OTUB1*を処理したのち、uS10 に付加した HA タグで検出を行った 

(図 2-9-A lane1-4)。AMSH*処理によりポリユビキチン修飾が減少したことから、ユビキチ

ン鎖の先の方に K63 鎖が形成されていることが示唆された。OTUB1*を処理してもバンド

パターンに変化は見られなかった (図 2-9-A lane1, 5-7)。これは、uS10 には主に K63 鎖が

形成されており、K48 鎖を切断してもその変化が微小なため確認できなかったためだと推

察している。 

ユビキチン鎖の繋がり方について詳細に解析を行うため、UbiCRest 後、uS10 を精製し、連

結型特異的な抗体を用いてウエスタン・ブロットを行った。その結果、AMSH*処理により、

K48 鎖の低分子側へのシフトが確認された (図 2-9-B)。また、シングルリジン変異体を用

いても同様の結果が得られた (図 2-9-C)。これらの結果から、uS10 には、根本に K48 鎖、

遠位に K63 鎖の K48/K63 型混合鎖が存在することが明らかとなった (図 2-9-D)。 

 

Ub-uS10を用いることで根本の連結型について解析ができる 

uS10 のユビキチン鎖の根本の連結型を解析できるようにするため、uS10 の N 末端にユビ

キチンを連結させた Ub-uS10 を構築した。質量分析法より、uS10 に形成される連結型は主

に K63 型と K48 型であり、また、K29 型もわずかに存在していた (図 2-4-C)。そこで、こ

れらのリジン残基をアルギニン残基に置換した変異型 Ub-uS10 を作成した (図 2-10-A)。

この変異体におけるユビキチン化状態をウエスタン・ブロットにより評価した。その結果、
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UbWT-uS10 では観察され、K63R 変異体で特異的に消失するバンドと、K29/48R 変異体で

特異的に消失するバンドが確認され、K29/48/63R 変異体では全てのバンドが消失した (図

2-10-B)。そのため、各々のバンドを、K63 型、K29 型もしくは K48 型と帰属した。 

つづいて、Ub-uS10 を用いてポリソーム解析を行った (図 2-10-C)。K63 型と K29 型/K48

型のバンドを測定した結果、K63 型は他の画分と比較し、ポリソーム画分で増加が見られた

一方で、K29 型/K48 型は横ばいであった (図 2-10-D)。この結果から、K63 鎖の形成は翻

訳伸長段階で行われていることが示唆された。 

 

Ub-uS10の K29鎖は Ufd4が形成する 

Ufd4 は、N 末端にユビキチンを連結させたタンパク質に対して K29 鎖を形成する 71。Ub-

uS10 における K29 鎖も Ufd4 が形成することが予想されたため、これを検証することにし

た。K29 鎖しか形成できない Ub-uS10 K48/63R 変異体において ufd4 を欠損させると、

polyUb のバンドが消失した (図 2-11-A)。このことから Ufd4 が Ub-uS10 に K29 鎖を形成

していることが明らかとなった。 

つづいて、Ufd4 による RQC の制御を検討した。野生型の uS10 のユビキチン化状態を評価

したところ、野生株と ufd4で変化が見られなかった (図 2-11-B)。またレポーター解析に

より RQC の誘導効率を評価したところ、ufd4株と野生株とで変化が見られなかった (図

2-11-C)。これらの結果から、Ufd4 は RQC の制御に関与していないことが示唆された。 

 

Ub-uS10の K63鎖は Hel2が形成する 

Hel2 が uS10 に K63 鎖を形成することが報告されていたため 15,37、Ub-uS10 の実験系でも

検証を行った。K63 鎖しか形成できない Ub-uS10 K29/48R 変異体において HEL2 を欠損

させると、polyUb のバンドが減弱した (図 2-12-A)。このことから Hel2 が Ub-uS10 に K63

鎖を形成していることが明らかとなった。また、Hel2 を過剰発現し、Ub-uS10 のユビキチ

ン化状態の評価を行った。その結果、UbWT-uS10 と UbK48R-uS10 で顕著なユビキチン化
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の亢進が観察された一方で、UbK63R-uS10 では僅かにユビキチン化の亢進が見られた (図

2-12-B)。この結果から、Hel2 は K63 鎖を特異的に形成していることが示唆された。 

 

uS10の根本の K63鎖が RQCの誘導に必要である 

最後に Ub-uS10 の実験系を用いて、uS10 の根本の連結型と RQC の誘導について解析を行

った。レポーター解析により RQC の誘導効率を検証したところ、根本に K63 鎖を形成で

きない ubK63R-uS10 変異株で顕著な RQC の抑制が観察された (図 2-13-A)。この結果か

ら uS10 の根本に K63 型ユビキチン鎖が形成されることが RQC の誘導に必須であることが

明らかになった。 

また、Ub-uS10 の実験系を用いてアニソマイシン感受性試験を実施した。ubK63R-uS10 変

異株で感受性が見られたことから (図 2-13-B)、uS10 の根本の K63 鎖が翻訳停滞の解消に

重要であることが改めて確認された。また ubK63R-uS10 と比較し、ubK48/63R-uS10 変異

株で感受性が見られたことから (図 2-13-B)、アニソマイシンに対する応答の際に、uS10 の

根本の K48 鎖が何かしらの機能を果たしていることが示唆された。 
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2-4. 考察 

本研究では、遺伝学的スクリーニングにより uS10 の DUB として Ubp2 と Ubp3 を同定し

た。また Ubp2 が解離した 40S サブユニット上で K63 鎖を除去し、Ubp3 が翻訳伸長段階

でユビキチン鎖を除去することを明らかにした。また、レポーター解析により Ubp2 と Ubp3

は RQC 誘導を促進することが明らかになった。また、質量分析法と UbiCRest 法を用いた

解析により、uS10 に、分岐がなく、根本に K48 型、遠位に K63 型の混合鎖が存在すること

を明らかにした。また、ユビキチンと uS10 を連結させた Ub-uS10 を用いた解析から、uS10

の根本の K63 鎖が RQC の誘導に必須であることを示唆された。以上の結果から、Ubp2 と

Ubp3 が RQC の誘導に寄与しない K48/K63 型混合鎖の除去することで、RQC の誘導を促

進するというモデルを提唱する。 

 

本研究により、Ubp2 と Ubp3 の基質リボソームが異なることが示された。しかし、基質認

識の違いについては明らかにできておらず、今後の課題である。先行研究より、40S サブユ

ニット上で eS7 の脱ユビキチン化する Otu2 は、80S サブユニットの状態だとマスクされて

しまう領域で 40S サブユニットと結合することが、構造解析から明らかになっている 72。

この事例のように、構造解析を行うことで Ubp2 や Ubp3 の基質リボソームの特異性が明

らかになる可能性がある。また Ubp3 が翻訳伸長中のリボソームを基質としているが、衝突

したリボソームを基質としているかは明らかになっていない。Ubp3 が、いつ、どのような

翻訳途中のリボソームを標的としているかを明らかにする必要がある。 

 

試験管内脱ユビキチン化反応より、Ubp2 は K63 鎖を特異的に切断することが明らかにな

った一方で、質量分析法では Ubp2 は K63 鎖だけでなく K48 鎖も制御することが判明した。

先行研究より Ubp2 は K63 鎖を切断するが、K48 鎖は切断しないことが報告されており、

質量分析法で確認された K48 型の増加は、間接的な表現型であると推察される。UbiCRest

の結果より、ubp2株で増加した K48 鎖は主に混合鎖に含まれていることが明らかとなっ
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た。そのため、K48/K63 型混合鎖が形成されてしまうと、Ubp3 が K48 鎖を切断できなく

なる可能性が考えられる。実際、ubp3株では短い K48 鎖しか増加していないため、Ubp3

は K48 鎖を除去できるが、K48/K63 型混合鎖は除去できない可能性が高い。以上のことか

ら、細胞内では Ubp2 が K48/K63 型混合鎖の K63 鎖を除去して K48 鎖にし、その後 Ubp3

が K48 鎖を除去する、といった段階的な脱ユビキチン化反応が行われていると推察される 

(図 2-14-A)。 

 

本研究により、K48/K63 型混合鎖が uS10 に形成されていることが明らかとなった。すで

に、K63/K48 鎖、K48/29 鎖、K63/K11/K48 鎖といった複数の連結型を組み合わせた、ヘ

テロリティックなユビキチン鎖が報告されているが、どのユビキチン鎖も分岐を有してい

る。ゆえに、本研究における分岐のない一本鎖状の混合鎖の発見は初めてである。また、ヘ

テロリティックなユビキチン鎖の機能として、K63/K48 鎖は脱ユビキチン化酵素の阻害、

K48/29 鎖と K63/K11/K48 鎖はプロテアソーム依存の分解シグナルの増強が知られている。

K48/K63 混合鎖がデコーダー分子によるユビキチン鎖の認識を阻害するという機能は、報

告がなく、新規の機能である。この機能を応用・改変することで、RQC に限らず、別のユ

ビキチン修飾の機能も意図的に抑制できる可能性がある。 

 

N 末端にユビキチンを連結させたタンパク質は、Ufd4 による K29 鎖の形成と Ufd2 による

K48 鎖の形成を介して、プロテアソーム依存の分解を受ける (UFD 経路)。Ub-uS10 は Ufd4

によって K29 鎖が形成されていることから、UFD 経路の標的となっている可能性がある。

しかし、本研究では Ub-uS10 は安定的に発現していた。これは、Ub-uS10 の発現量が分解

の容量を超えている、もしくは Ub-uS10 がリボソームに組み込まれることで分解を免れる、

といった理由が考えられる。 

 

Ub-uS10 の実験系を用いることで、Ufd4 が K29 鎖を、Hel2 が K63 鎖を形成することを明
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らかにした。Ufd4 も Hel2 も K48 鎖を形成しないことから、別の E3 酵素が K48 鎖を形成

していると推察される。今後、K48 鎖を形成する E3 酵素を同定し、K48 鎖が RQC を抑制

するかを検証する必要がある。 

RQC の誘導には、uS10 の根本の K63 鎖が必須であることを明らかにした。また、

UbK29/48/63R uS10 変異体で RQC が誘導されないことから、モノ-ユビキチン修飾では

RQC が誘導されないことも明らかになった。さらに、K29 鎖を形成する Ufd4 は RQC に

影響を及ぼさないことため、根本の K48 鎖が RQC を抑制している可能性が極めて高い。

uS10 のユビキチン修飾を認識とリボソームのサブユニット解離を行う RQT 複合体は、K63

鎖と相互作用する一方で、K48 鎖とは相互作用しない 37。したがって、根本に限らず K48

鎖が存在することが、RQT 複合体によるユビキチン鎖の認識を阻害していると推察される。

今後、ユビキチン鎖における K48 型の位置を変更できる実験系を構築することで、RQT 複

合体が uS10 の根本の連結型を認識しているかについて解析が可能になる。 

 

先行研究により、出芽酵母も哺乳類細胞でも、uS10 の K63 型ユビキチン修飾が RQC の誘

導に必須であることが報告されている。そのため、本研究で発見した uS10 の根本の K48 鎖

による RQC の誘導制御機構が哺乳類細胞でも保存されている可能性がある。 

また、哺乳類細胞では uS10 だけでなく、eS10 のユビキチン修飾も RQC の誘導に必要であ

る。出芽酵母では eS10 のユビキチン化サイトが保存されておらず、eS10 のユビキチン修

飾は進化の過程で獲得されたと推察される。哺乳類細胞については、今後、uS10 だけでな

く eS10 についても解析を行い、本研究で発見した、ユビキチン鎖の高次構造を介したユビ

キチン鎖の制御機構が保存されているかを明らかにする必要がある。 

脱ユビキチン化酵素の制御に関して、哺乳類細胞では、DUB の USP21 と OTUD3 が、uS10

および eS10 のモノユビキチン修飾を除去することで、RQC を抑制することが報告されて

いる 73。USP21 と OTUD3 は Ubp2 や Ubp3 のホモログではないため、哺乳類細胞特異的

な制御機構である。哺乳類細胞の uS10 や eS10 に RQC の誘導を阻害するようなユビキチ
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ン鎖が形成されていなければ、Ubp2 や Ubp3 のような DUB は不要である。そのため、哺

乳類細胞の哺乳類細胞の uS10 や eS10 のユビキチン鎖の高次構造を明らかにすることで、

DUB の機能の保存性や相違点について議論できようになると考える。  
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3-1. 材料 

3-1-1. 出芽酵母株 

本研究では、以下の表 1 に示す出芽酵母株を用いた。 

 

表 3-1 本研究で使用した出芽酵母株 

Strains name Genotype & Marker Source 

W303-1a MATa ade2 his3 leu2 trp1 ura3 can1 Lab. stock, Parent 

YKK347 ltn1Δ::kanMX4 Matsuda et al., 2014 

YKI110 hel2Δ::natMX4 Matsuo et al., 2017 

YKI765 ltn1Δ::kanMX4 hel2Δ::natMX4 Matsuo et al., 2017 

YKK542 asc1Δ::kanMX4 Kuroha et al., 2010 

YKI310 ltn1Δ::kanMX4 asc1Δ::hygMX4 Matsuda et al., 2014 

YST113 mbf1Δ::hygMX4 Tomomatsu et al., 2023 

YST114 ltn1Δ::kanMX4 mbf1Δ::hygMX4  Tomomatsu et al., 2023 

YKK000 ski2Δ::kanMX4 Kuroha et al., 2010 

YKI2085 ski2Δ::natMX4 cue2Δ::kanMX4 Tomomatsu et al., 2023 

YKI112 ski2Δ::kanMX4 hel2Δ::natMX4 Ikeuchi et al., 2019 

YKI1726 ski2D::kanMX4 slh1Δ::natMX4 Ikeuchi et al., 2019 

YST115 ski2Δ:: kanMX4 mbf1Δ::hygMX4 Tomomatsu et al., 2023 

YST183 ski2Δ:: kanMX4 mbf1Δ::hygMX4 slh1Δ::natMX4 Tomomatsu et al., 2023 

YYM113 cue2Δ::kanMX4 Tomomatsu et al., 2023 

YKK567 ski2Δ::hygMX4 asc1Δ::kanMX4 Kuroha et al., 2010 

YKI1655 ski2Δ::kanMX4 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-uS10 Ikeuchi et al., 2019 

YKI1656 ski2Δ::kanMX4 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-uS10 K6/8R Ikeuchi et al., 2019 
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YST110 ski2Δ::kanMX4 uS3Δ::natMX4 p414GPDp-uS3 Tomomatsu et al., 2023 

YST111 ski2Δ::kanMX4 uS3Δ::natMX4 p414GPDp-uS3 K108E Tomomatsu et al., 2023 

YKI1052 uS10∆::natMX4 p414uS10p-uS10 Matsuo and Ikeuchi et 

al., 2017 

YKI1595 ltn1Δ::kanMX4 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-uS10 Matsuo and Ikeuchi et 

al., 2017 

YKI1053 uS10∆::natMX4 p414uS10p-uS10 K6/8R Matsuo and Ikeuchi et 

al., 2017 

YKI1596 ltn1Δ::kanMX4 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-uS10 K6/8R Matsuo and Ikeuchi et 

al., 2017 

YST104 uS3Δ::natMX4 p414GPDp-uS3 Tomomatsu et al., 2023 

YST107 ltn1Δ::kanMX4 uS3Δ::natMX4 p414GPDp-uS3 Tomomatsu et al., 2023 

YST105 uS3Δ::natMX4 p414GPDp-uS3 K108E Tomomatsu et al., 2023 

YST108 ltn1Δ::kanMX4 uS3Δ::natMX4 p414GPDp-uS3 K108E Tomomatsu et al., 2023 

 

BY4741 WT  Lab. Stock 

 

BY4741 ubp1Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 ubp2Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 ubp3Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 ubp4Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 ubp5Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 ubp6Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 ubp7Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 ubp8Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 ubp9Δ::KAN Lab. Stock 
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BY4741 ubp11Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 ubp12Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 ubp13Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 ubp14Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 ubp15Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 ubp16Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 otu1Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 otu2Δ::KAN Lab. Stock 

 

BY4741 yuh1Δ::KAN Lab. Stock 

YST034 ubp2Δ::kanMX4 This study 

YKI1058 ubp3Δ::hygMX4 This study 

YST045 ubp2Δ:kanMX4  ubp3Δ:hygMX4 This study 

YST029 ltn1Δ::natMX4 ubp2Δ::kanMX4 This study 

YAI027 ltn1D:: kanMX4 ubp3Δ::hyMX4 This study 

YST003 hel2Δ::natMX4 ubp2Δ::hygMX4 This study 

YST054 ubp2Δ::hygMX4 hel2Δ::natMX4 ltn1Δ:kanMX4 This study 

YAI026 ubp3Δ::hygMX4 hel2Δ::natMX4 This study 

YST055 ubp3Δ::hygMX4 hel2Δ::natMX4 ltn1Δ::kanMX4 This study 

YST045 ubp2Δ::kanMX4  ubp3Δ::hygMX4 This study 

YST056 ubp2Δ::kanMX4 ubp3Δ::hygMX4 ltn1Δ::natMX4 This study 

YMY46 uS10-3HA::hisMX6 Ikeuchi et al., 2019 

YSG012 eS10A-3HA::hisMX6 Ikeuchi et al., 2019 

YSG013 eS10B-3HA::hisMX6 Ikeuchi et al., 2019 
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YSS2191 MATa lys2-801 leu2-3,2-112 ura3-52 his3-∆200 trp1-1 ubi1-∆1::TRP1 

ubi2-∆2::ura3 ubi3-∆ub-2 ubi4∆2::LEU2 (YEpKan-TEF1p-kozak-yUb-

CYC1t) (pUB100)  

Ikeuchi et al., 2019, 

parental strain is 

SUB328 (DF5, Finley 

Lab.) 

YSS2192 MATa lys2-801 leu2-3,2-112 ura3-52 his3-∆200 trp1-1 ubi1-∆1::TRP1 

ubi2- ∆ 2::ura3 ubi3- ∆ ub-2 ubi4 ∆ 2::LEU2 (YepKan-TEF1p-kozak-

yUbK63R-CYC1t) (pUB100)  

Ikeuchi et al., 2019, 

parental strain is 

SUB328 (DF5, Finley 

Lab.) 

YST059 YSS2191 ubp2Δ::natMX4 This study 

YST060 YSS2192 ubp2Δ::natMX4 This study 

YST061 YSS2191 ubp3Δ::natMX4 This study 

YST062 YSS2192 ubp3Δ::natMX4 This study 

YST094 uS10Δ::natMX4  p414uS10p-uS10-3HA-6His-CYCt This study 

YST101 uS10Δ::natMX4 ubp2Δ::kanMX4 p414uS10p-uS10-3HA-6His-CYCt This study 

YST102 uS10Δ::natMX4 ubp3Δ::kanMX4 p414uS10p-uS10-3HA-6His-CYCt This study 

YST209 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-uS10-3HA-CYCt This study 

YST210 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-uS10K6/8R-3HA-CYCt This study 

YST211 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-uS10K6R-3HA-CYCt This study 

YST212 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-uS10K8R-3HA-CYCt This study 

YST217 uS10Δ::natMX4 ltn1Δ::kanMX4 p414uS10p-uS10-3HA-CYCt This study 

YST218 uS10Δ::natMX4 ltn1Δ::kanMX4 p414uS10p-uS10K6/8R-3HA-CYCt This study 

YST219 uS10Δ::natMX4 ltn1Δ::kanMX4 p414uS10p-uS10K6R-3HA-CYCt This study 

YST220 uS10Δ::natMX4 ltn1Δ::kanMX4 p414uS10p-uS10K8R-3HA-CYCt This study 
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YST143 MATa lys2-801 leu2-3,2-112 ura3-52 his3-∆200 trp1-1 ubi1-∆1::TRP1 

ubi2- ∆ 2::ura3 ubi3- ∆ ub-2 ubi4 ∆ 2::LEU2 (YEpHph-TEF1p-kozak-

yUbR54A-CYC1t)  uS10 ∆ ::natMX4 p416uS10p-uS10-3HA-6His-

CYCt 

This study, parental 

strain is SUB328 (DF5, 

Finley Lab.) 

YST144 YST143 ubp2Δ::kanMX4 p416uS10p-uS10-3HA-6His-CYCt This study 

YST235 YST143 ubp3Δ::kanMX4 p416uS10p-uS10-3HA-6His-CYCt This study 

YST227 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-uS10K6R-3HA-6His-CYCt This study 

YST228 uS10Δ::natMX4 ubp2Δ::kanMX4 p414uS10p-uS10K6R-3HA-6His-

CYCt 

This study 

YST285 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-yUb G76V-uS10 K8R 8-121-3HA-6His-

CYCt 

This study 

YST286 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-yUb K48R G76V-uS10 K8R 8-121-3HA-

6His-CYCt 

This study 

YST287 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-yUb K63R G76V-uS10 K8R 8-121-3HA-

6His-CYCt 

This study 

YST288 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-yUb K48R K63R G76V-uS10 K8R 8-121-

3HA-6His-CYCt 

This study 

YST327 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-yUb K29R G76V-uS10 K8R 8-121-3HA-

6His-CYCt 

This study 

YST328 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-yUb K29R K48R G76V-uS10 K8R 8-121-

3HA-6His-CYCt 

This study 

YST329 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-yUb K29R K63R G76V-uS10 K8R 8-121-

3HA-6His-CYCt 

This study 
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YST330 uS10Δ::natMX4 p414uS10p-yUb K29R K48R K63R G76V-uS10 K8R 

8-121-3HA-6His-CYCt 

This study 

YST337 YST285 ufd4Δ::kanMX4 This study 

YST338 YST286 ufd4Δ::kanMX4 This study 

YST339 YST287 ufd4Δ::kanMX4 This study 

YST340 YST288 ufd4Δ::kanMX4 This study 

YST341 YST327 ufd4Δ::kanMX4 This study 

YST342 YST328 ufd4Δ::kanMX4 This study 

YST343 YST329 ufd4Δ::kanMX4 This study 

YST344 YST330 ufd4Δ::kanMX4 This study 

YST203 ufd4Δ:natMX4 This study 

YST300 YST285 hel2Δ::kanMX4 This study 

YST301 YST286 hel2Δ::kanMX4 This study 

YST302 YST287 hel2Δ::kanMX4 This study 

YST303 YST288 hel2Δ::kanMX4 This study 

YST352 YST327 hel2Δ::kanMX4 This study 

YST353 YST328 hel2Δ::kanMX4 This study 

YST354 YST329 hel2Δ::kanMX4 This study 

YST355 YST330 hel2Δ::kanMX4 This study 

YST292 YST285 ltn1Δ::kanMX4 This study 

YST293 YST286 ltn1Δ::kanMX4 This study 

YST294 YST287 ltn1Δ::kanMX4 This study 

YST295 YST288 ltn1Δ::kanMX4 This study 

YST331 YST327 ltn1Δ::kanMX4 This study 
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YST332 YST328 ltn1Δ::kanMX4 This study 

YST333 YST329 ltn1Δ::kanMX4 This study 

YST334 YST330 ltn1Δ::kanMX4 This study 
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3-1-2. プラスミド 

本研究では、以下の表 2 に示すプラスミドを用いた。 

 

表 3-2 本研究で使用したプラスミド 

Plasmid name Feature Source 

p415GPDp CEN6, LEU2, GPD promoter Mumberg et al., 1995 

pLD003 p416GPDp-GFP-R(CGN)12-FLAG-HIS3 Dimitrova et al., 2009 

pNK003 p416GPDp-R(CGA)6-2HA-FLAG-HIS3 Tomomatsu et al., 2023 

pNK004 p416GPDp-R(CGA)6-2HA+G-FLAG-HIS3 Tomomatsu et al., 2023 

pLD001 p416GPDp-GFP-K(AAA)12-FLAG-HIS3 Dimitrova et al., 2009 

pST059 p416GPDp-GFP-K(AAA)12+G-FLAG-HIS3 Tomomatsu et al., 2023 

pAW123 p416GPDp-HA-SDD1-V5-FLAG Tomomatsu et al., 2023 

pST053 p416GPDp-GFP-SDD1(196-213)-FLAG-HIS3 Tomomatsu et al., 2023 

pST054 p416GPDp-GFP-SDD1(196-213)+G-FLAG-HIS3 Tomomatsu et al., 2023 

pST103 p416GPDp-HA-SDD1 L(UUG)214L(CUU)-V5-FLAG Tomomatsu et al., 2023 

pST073 p415MBF1p-MBF1-HA Tomomatsu et al., 2023 

pST085 p415MBF1p-MBF1D66R-HA Tomomatsu et al., 2023 

pST125 p415MBF1p-MBF1 T69AD70AI71AV72A-HA Tomomatsu et al., 2023 

pST127 p415MBF1p-MBF1 D65R T69AD70AI71AV72A-HA Tomomatsu et al., 2023 

pST087 p415MBF1p-MBF1 K46D/K47D/Y48A-HA Tomomatsu et al., 2023 

pST088 p415MBF1p-MBF1K46D/K47D/Y48A/D66R-HA Tomomatsu et al., 2023 

pKI46 p414GPDp-uS3 Tomomatsu et al., 2023 

pST060 p414GPDp-uS3 K108E Tomomatsu et al., 2023 

pST061 p414GPDp-uS3 R116/117A Tomomatsu et al., 2023 
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pKI124 p414uS10p-uS10 Lab. stock 

pKI140 p414uS10p-uS10 K6/8R Lab. stock 

pST001 p415uS10p-uS10-3HA-CYCt This study 

pKI19 p415GPDp-HEL2-FLAG-CYCt Matsuo et al., 2017 

pST014 p416uS10p-uS10-3HA-CYCt This study 

pST051 p414uS10p-uS10-3HA-6xHis-CYCt This study 

pST069 p415GPDp-Hel2-V5-CYCt This study 

pKI191 p416GPDp-uL23-FLAG-CYCt This study 

pKI236 p414uS10p-uS10-3HA-CYCt Ikeuchi et al., 2019 

pKI237 p414uS10p-uS10 K6R K8R-3HA-CYCt Ikeuchi et al., 2019 

pKI238 p414uS10p-uS10 K6R-3HA-CYCt This study 

pKI239 p414uS10p-uS10 K8R-3HA-CYCt This study 

pST081 p416uS10p-uS10-3HA-6xHis-CYCt This study 

pST097 p413GPDp-Hel2-V5-CYCt This study 

pST109 pRS317GPDp-RPL25-FLAG-CYCt This study 

pST083 p415GPDpUbp2-TEV-3xFLAG-CYC1t This study 

pST045 p415GPDp-ubp2(C745S)-TEV-3xFLAG-CYCt This study 

pST006 p415GPDp-ubp3-TEV-3×FLAG-CYCt This study 

pST046 p415GPDp-ubp3(C496A)-TEV-3xFLAG-CYCt This study 

 

pOPINB-AMSH* Michel et al., 2015  

 

pOPINB-OTUB1* Michel et al., 2015 

pST137 p414uS10p-uS10 K6R -3HA-6xHis-CYCt This study 

 

YepKan-TEF1p-kozak-yUb-CYC1t Sugiyama et al., 2019 

 

YepKan-TEF1p-kozak-yUbK63R-CYC1t Sugiyama et al., 2019 
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YepHph-TEF1p-kozak-yUbR54A-CYC1t This study 

pST158 p414uS10p-yUb G76V-uS10 K8R 8-121-3HA-6His-CYCt This study 

pST159 p414uS10p-yUb K29R G76V-uS10 K8R 8-121-3HA-6His-CYCt This study 

pST160 p414uS10p-yUb K48R G76V-uS10 K8R 8-121-3HA-6His-CYCt This study 

pST161 p414uS10p-yUb K63R G76V-uS10 K8R 8-121-3HA-6His-CYCt This study 

pST162 p414uS10p-yUb K29R K48R G76V-uS10 K8R 8-121-3HA-6His-

CYCt 

This study 

pST163 p414uS10p-yUb K29R K63R G76V-uS10 K8R 8-121-3HA-6His-

CYCt 

This study 

pST164 p414uS10p-yUb K48R K63R G76V-uS10 K8R 8-121-3HA-6His-

CYCt 

This study 

pST165 p414uS10p-yUb K29R K48R K63R G76V-uS10 K8R 8-121-3HA-

6His-CYCt 

This study 
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3-1-3. 抗体、化学物質、ペプチド、組換えタンパク質 

本研究では、以下の表 3 に示す抗体、化学物質、ペプチド、組換えタンパク質等を用いた。 

 

表 3-3 本研究で使用した抗体、化学物質、ペプチド、組換えタンパク質等 

REAGENT or RESOURCE SOURCE INDENTIFIER 

Antibodies     

Anti-HA-Peroxidase Roche Cat# 12013819001; RRID: AB_390917 

Anti-FLAG M2 antibody Sigma Cat# F1804-1MG; RRID: AB_262044 

GFP(B-2) mouse monoclonal IgG2a  Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-9996, RRID:AB_627695 

Anti-eEF2 antibody Lab stock N/A 

Anti-eEF3 antibody Lab stock N/A 

Mouse Anti-Viral V5-TAG 

monoclonal antibody, 

Unoconjugated, Clone SV5-Pk1 

Bio-Rad Cat# MCA1360, RRID:AB_322378 

Anti-Ubiquitin (P4D1) HRP Santa Cruz Biotechnology Cat# sc-0817, RRID:AB_628423 

Anti-K48 Ubiquitin antibody Cell Signaling Technology Cat# 8081; RRID:AB_1587580 

Anti-K63 Ubiquitin antibody EMD Millipore Cat# 05-1308; RRID:AB_10859893 

ECL Anti-mouse IgG, horseradish 

Peroxidase 

GE Healthcare Cat# NA931V; RRID: AB_772210 

ECL Anti-rabbit IgG, horseradish 

Peroxidase 

GE Healthcare Cat# NA934V; RRID: AB_772206 

      

Bacterial strains     

E. coli. Rosetta-gami 2 (DE3) Novagen Cat# 71351 
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Chemicals, peptides, and 

recombinant proteins 

    

G-418 Sulfate Wako Cat# 074-05963 

Hygromycin B Wako Cat# 085-06153 

LEXSY-NTC, Nourseothricin JenaBioScience Cat# AB-101S 

Cycloheximide Nacalai tesque Cat# 06741-04 

cOmplete™, Mini, EDTA-free 

Protease Inhibitor Cocktail 

Roche Cat# 11836170001 

Anti DYKDDDDK tag, Antibody 

Beads 

Wako Cat# 016-22784 

DYKDDDDK peptide GenScript N/A 

5′ DNA Adenylation Kit NEB Cat# E2610 

T4 Polynucleotide Kinase NEB Cat# M0201 

T4 RNA Ligase 2, Truncated NEB Cat# M0242 

IgG-Sepharose 6 Fast Flow Cytiva Cat# GE17-0969-01 

Ni-NTA agarose QIAGEN Cat# 1018240 

Isopropyl-β-D-

thiogalactopyranoside (IPTG), 

Dioxane free 

Nacalai tesque Cat# 19742-94 

Glutathione Sepharose™ 4B GE Healthcare Cat# 17-1756-05 

PreScission Protease GE Healthcare Cat# 27084301 

Silver stain KANTO III KANTO CHEMICAL Cat#37937-96 
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Critical commercial assays     

ImmunoStar LD Fujifilm Cat# 290-69904 

      

Deposited data     

Mbf1-ribosome complex sinha et al (2020)  EMDB: EMD-11457; PDB 6ZVI 

      

Software and algorithms     

UCSF Chimera X 1.2 Goddard et al. (2018)62 https://www.rbvi.ucsf.edu/chimerax/ 

ImageJ Schneider et al. (2012), 

Abramoff et al. (2004) 

https://imagej.nih.gov/ij/ 

 

3-2. 実験方法 

3-2-1. 培地 

出芽酵母用  

YPD 培地：1% yeast extract, 2% polypeptone, 2% glucose 

SCD 培地：yeast nitrogen base without amino acids 6.7g/L, dropout mix 1.3g/L, 2% glucose 

大腸菌用 

LB 培地：yeast extract 5g/L, tryptone 10g/L, NaCl 10g/L 

2xTY 培地：yeast extract 10g/L, tryptone 16g/L, NaCl 5g/L 

 

3-2-2. 遺伝子欠損株および、タグ付加株の作成 

PCR 産物を用いた作成法を利用し、遺伝子欠損株とタグ付加株の作成を行った。 

 

3-2-3. RNA の抽出 
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 凍結した菌体を RNA buffer 300uL に懸濁し、RNA 用フェノール 300uL を加え

vortex(10sec)し、65℃に５分間静置したのち５分間氷冷した。遠心分離(130,000rpm, 5min, 

RT)し、上清に対して再度 RNA 用フェノール 300uL を加え同様の操作を行った。 

上清を取り除き、300uL の RNA 用フェノール/クロロホルムを加え、vortex(10sec)したの

ち遠心分離(130,000rpm, 5min, RT)した。この上清に 300uL の RNA 用 PCI を加え、

vortex(10sec)したのち遠心分離(130,000rpm, 5min, RT)した。上清を分取しエタノール沈殿

を行い、RNA ペレットを 60uL の DEPC 処理水に溶かした。 

RNA buffer: 30mM NaCl, 20mM Tris-HCl(pH9.5), 10mM EDTA, 1% SDS 

PCI: フェノール、クロロホルム、イソアミルアルコール、量比 25:24:1 の混合物 

 

3-2-4. Northern Blotting 

RNA 試料の濃度を nondrop で測定後、1.5ug/6uL となるように調整した。ここに RNA 

sample buffer を添加し、74℃で 10 分加熱し、氷冷 5 分行った。これを MOPS 2%アガ 

ロースゲルにアプライし電気泳動を行った。泳動後、20xSSC を用いたキャピラリーブロッ

ティングにより RNA をメンブ lane に転写させ、UV crosslinker (GE ヘルスケ) により固定

した。メンブ lane を２xSSC で洗浄したのち、Digoxigenin (DIG) -11dUTP で標識した目

的の RNA プローブを用いて 50℃で一晩ハイブリダイゼーションした。メンブ lane を Wash 

buffer1 で１度、Wash buffer2 で２度洗浄し、マ lane 酸 buffer に希釈した Blocking reagent

でブロッキングし、抗 DIG-AP 抗体と反応させた。Wash buffer3 でメンブ lane を３度洗浄

後、平衡化 buffer でメンブ lane を平衡化させた。CDP-Star detection kit (Roche) でメンブ

lane を反応させたのち LAS-4000 mini (FUJIFILM) を用いて検出を行った。 

 

RNA sample buffer: 58% deionized formamide, 12% MOPS buffer, 7% formaldehyde, 6% 

glycerol, 1.2mM EDTA pH8.0, 0.006% w/v BPB, 0.006% w/v Xylene cyanol 

10xMOPS buffer (pH7.0): 0.2M MOPS, 50mM NaOAc, 10mM EDTA 
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20xSSC: 3M NaCl, 0.3M Sodium citrate 

Wash buffer1: 2xSSC, 0.1% SDS 

Wash buffer2: 0.1xSSC, 0.1% SDS 

Wash buffer3: 0.1M maleic acid, 0.3% Tween-20 

平衡化 buffer: 0.1M Tris-HCl(pH9.5), 0.1M NaCl 

3-2-5. Spot assay 

定常期まで培養した酵母を OD600=0.3 になるように希釈し、さらにこれを 1/10 倍に希釈

した。これらの希釈液を 10 uL ずつプレートにスポットした。プレートは 30℃で 2 日間静

置した。 

 

3-2-6. タンパク質の抽出法 

Log phase (OD600=0.5-0.7) に入った酵母を集菌し、よく冷やした 500uL の TCA buffer

で懸濁した。20% TCA 500 uL と 0.5 mm zirconia/silica beads 500uL とともに 30 秒間の

Vortex を 3 回行い、上清を新しい 1.5mL チューブに移した。0.5 mm zirconia/silica beads

を含む 1.5mL チューブに対して TCA buffer を 500uL 加え 30 秒間の Vortex を 1 回行い、

上清を 1.5mL チューブにまとめた。これを遠心分離し、上清を完全に取り除き、1xSDS 

sample buffer を(150/OD600) uL 添加し、よく懸濁させた。加熱処理後(100℃ 10 min)、

遠心分離(13,000rpm, 10 min, RT)を行い、上清を SDS-PAGE のサンプルとした。 

 

3-2-7. Western blotting 

タンパク質試料を 10% または 12% SDS-PAGE あるいは 15% Neu-PAGE で電気泳動し

た。泳動後ゲルを脱イオン交換水ですすいだ後 Cathode buffer で平衡化した。PVDF メン

ブ lane はメタノールで親水化したのち Anode buffer2 で平衡化した。Electro-blotting によ

ってゲルのタンパク質をメンブ lane へと転写した。転写後メンブ lane を Wash buffer に溶

かしたスキムミルクでブロッキングした。Wash buffer で洗浄後 (10min 3times)、1 次抗体
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反応を行った。Wash buffer で洗浄後 (10min 3times)、続けて二次抗体反応を行った。Wash 

buffer で洗浄したのち (10min 3times) Immunostar (WAKO) によってメンブ lane を処理

し LAS-4000 (FUJIFILM) を用いて検出した。 

 

 

Anode1 buffer：20% methanol, 300mM Tris-HCl(pH10.4)  

Anode2 buffer：20% methanol, 25mM Tris-HCl(pH10.4)  

Cathode buffer：0.04M Glycin, 20% methanol, 25mM Tris-HCl(pH9.4)  

Wash buffer：10mM Na2HPO4/NaH2PO4(pH7.5), 0.9% NaCl, 0.1% Tween-20 

 

3-2-8. ポリソーム解析 

OD600=0.6 まで培養した酵母を、0.1g/mL Cycloheximide で５分間処理し、菌体を回収し液

体窒素によって凍結させた。乳棒と乳鉢を用いて菌体を液体質素下で破砕し、Lysis buffer

を 600 µL 加え、4℃で溶解させた。4℃ 10,000 g で 10min 遠心し、上清を 1.7 mL チュー

ブに移した。さらに 4℃  20,000 g で 15 分遠心し、新しい 1.7mL チューブに移しこれを抽

出液とした。この抽出液を RNA 量が 2 ㎎となる量を、Gradient master (BIO COMP) によ

り作成した 10-50 %スクロース溶液に重層した。これを P28S rotor で 27,000 rpm 3 hrs 4℃、

または SW40 rotor で 40,000 rpm 1.5  hours、4 °C により分離し、BIO-MINI UV MONITOR 

(ATTO) で A260 の測定および Position Gradient Fractionator (TOWA LABO) でポリソ

ームの分画を行った。 

ショ糖密度勾配遠心法によって画分した各サンプルに最終濃度が 10%となるように TCA

を添加した。10 秒間 Vortex した後、氷上に 30 分間静置し、4℃ 14,000 rpm で 10 分間遠

心した。上清を取り除き、さらに 4℃ 14,000 rpm で 2 分間遠心し、完全に上清を取り除い

た。Acetone で洗浄したのち、ここに 1×sample buffer を添加し、100℃で 10 分間加熱、

13,000 rpm で遠心したものをサンプルとした。 
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Lysis buffer: 20 mM HEPES-KOH pH7.5, 100 mM KOAc, 2 mM Mg(OAc)2, 1 mM DTT, 

1mM PMSF, 1 tablet/10 mL cOmplete mini EDTA-free 

10% sucrose solution: 10% sucrose,10 mM Tris, 70 mM NH4OAC, 4 mM Mg(OAc)2 

50% sucrose solution: 50% sucrose, 10 mM Tris, 70 mM NH4OAC, 4 mM Mg(OAc)2 

3-2-9. uS10 の精製 

ユビキチン化 uS10 は、uL23-FLAG および 6His タグ付き uS10 発現プラスミドを使用し

た 2 段階のアフィニティー精製方法によって精製した。 

目的の株におけるマーカーとなるアミノ酸を除いた SC 液体培地で OD600=0.6 まで培養し

た後、菌体を回収し液体窒素によって凍結させた。乳棒と乳鉢を用いて菌体を液体質素下で

破砕し、LB150 を加え、4 ℃で溶解させた。4 ℃ 40,000 g で 30 分遠心し、上清を 15 mL

チューブに移した。LB150 で 3 回洗浄した 200 µL FLAG beads (bed volume) を、15 mL

チューブに加え、4℃で 60 分間インキュベートした。インキュベート後、LB150 で 7 回洗

浄した。その後、100μg/mL FLAG ペプチド（GenScript）を含む 600μL の LB150 と 4℃

で 1 時間インキュベートすることにより、リボソームをビーズから溶出した。この溶出は 2

度行った。 

溶出したリボソームを変性条件（50mM Tris-HCl pH7.5、300mM NaCl、20mM イミダゾ

ール、6M グアニジン-HCl、2mM 2-メルカプトエタノール、0.01% NP-40）でインキュベ

ートした。予め平衡化した 50μL の Ni-NTA アガロース（QIAGEN）とともに 4℃で 1 時

間インキュベートした。 Wash buffer 1 による洗浄を 2 回行い、Wash buffer 2 による洗浄

を 2 回行った。Elusion buffer を 600 uL 加え、 4 °C で 1 時間インキュベートし uS10 を

溶出した。 溶出された uS10 を TCA 沈殿法により濃縮し、サンプルバッファーで溶解し

た。 

 

LB150 : 50 mM Tris-HCl pH7.5、150 mM NaCl、10 mM MgCl2、5 mM 2-メルカプトエタ
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ノール、0.05% NP-40) 

Wash Buffer 1 : (50 mM Tris-HCl pH7.5、300 mM NaCl、10 mM MgCl2、20 mM イミダ

ゾール、6 M グアニジン-HCl、5 mM 2-メルカプトエタノール、0.05% NP-40) 

Wash Buffer 2 : (50 mM Tris-HCl pH7.5、100 mM NaCl、10 mM MgCl2、10 mM イミダ

ゾール、2 mM 2-メルカプトエタノール、0.01% NP-40) 

Elusion buffer : (50 mM トリス-HCl pH7.5、100 mM NaCl、10 mM MgCl2、300 mM イ

ミダゾール、2 mM 2-メルカプトエタノール、0.01% NP-40) 

 

3-2-10. Ubp2 と Ubp3 の精製 

目的の株におけるマーカーとなるアミノ酸を除いた SC 液体培地で OD600=0.6 まで培養し

た後、菌体を回収し液体窒素によって凍結させた。乳棒と乳鉢を用いて菌体を液体質素下で

破砕し、Lysis buffer を 10 mL 加え、4 ℃で溶解させた。4 ℃ 40,000 g で 30 分遠心し、上

清を 15 mL チューブに移した。Wash buffer で 3 回洗浄した 100 µL FLAG beads (bed 

volume) を、15 mL チューブに加え、4℃で 60 分間インキュベートした。インキュベート

後、Wash buffer で 5 回洗浄した。さらに Wash buffer と Elution buffer を等量ずつ添加し、

2 度洗浄した後、Elution buffer で２度洗浄した。Elution buffer 100 µL と 2.5 mg/mL FLAG 

peptide 4 µL の添加し、4℃で 1 時間インキュベートし、結合タンパク質を溶出した。4 ℃ 

1,200 g で遠心し、mobicol を用いて上清を新しい 1.5mL チューブに回収した。 

 

Lysis buffer: 50 mM Tris-HCl (pH7.5), 500 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.0075 % NP-40, 

1 mM DTT, 1 mM PMSF, 1 tablet/50 mL cOmplete mini EDTA free 

Wash buffer: 50 mM Tris-HCl (pH7.5), 500 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 0.0075 % NP-40, 

1 mM DTT, 1 mM PMSF 

Elution buffer: 50 mM Tris-HCl (pH7.5), 100 mM NaCl, 10 mM MgCl2, 1 mM DTT, 1 

mM PMSF 
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3-2-11. AMSH*と OTUB1*の精製  

AMSH*および OTUB1* は大腸菌 Rossetta-gami 2 (DE3) (Novagen) を用いて精製した。

大腸菌細胞を、50 ug/mL カナマイシンおよび 35 ug/mL クロラムフェニコールを添加し

た 2xTY 培地 200 L で 37 °C で OD600 = 0.3 まで増殖させ、18 °C に冷却し、0.4 

mM IPTG で誘導し、添加 16 時間後に集菌をした。 大腸菌細胞を、cOmplete Mini EDTA-

free (Roche) (1 錠/10 mL) を含む 10 mL の Lysis buffer (50 mM Tris pH 7.4、150 mM 

NaCl、2 mM β-メルカプトエタノール) を用いて超音波により溶解しました。溶解液を 

10,000 x g、4 °C で 10 分間遠心分離し、続いて上清を 40,000 x g、4 °C で 30 分間に遠

心分離した。ここに、Lysis buffer で予め平衡化した２００ μＬのＮｉ－ＮＴＡアガロース

（ＱＩＡＧＥＮ）を加え、1 時間インキュベートした。Lysis buffer で５回洗浄し、 200 uL 

の Elusion buffer (50 mM Tris pH 7.4、150 mM NaCl、2 mM β-メルカプトエタノール、8 

uL PreScission protease (GE Healthcare)) を使用して 4 °C で 16 時間溶出を行った。

PreScission protease は Glutathione Sepharose 4B (GE Healthcare) によって除去した。 

 

3-2-12. 試験管内脱ユビキチン化反応 

ショ糖密度勾配遠心によって画分した 40S、ポリソーム画分 400uL を 1.5mL チューブに移

した。ここに精製した脱ユビキチン化酵素、もしくは脱ユビキチン化酵素 不活性型を添加

し、よく混ぜ、30℃に一定時間静置した。TCA 沈殿法を用いてタンパク質をペレットにし、

アセトンで洗浄後、1×sample buffer を添加し、100 ℃で 10 分間加熱したものをサンプル

とした。 

 

3-2-13. UbiCRest 

25-100 nM AMSH*もしくは 50-200 nM OTUB1*を添加し、37℃で 1 時間反応を行った。

4×sample buffer を添加し、100 ℃で 10 分間加熱したものをサンプルとした。 
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3-2-14. CBB 染色 

ゲルを染色液に 1 時間浸すことで染色を行い、脱色液およびイオン交換水を用いて脱色を

行った。撮影には EPSON GT-X900 を使用した。 

染色液：2.5g/L Coomassie Brilliant Blue R-250, 100 mL/L CH3COOH, 900 mL/L 50v/v% 

MeOH 

脱色液：100 mL/L CH3COOH, 900 mL/L 50v/v% MeOH 

 

3-2-15. 銀染色 

銀染色には Silver Stain KANTO III (KANTO CHEMICAL CO., lNC.)を利用した。 

 

3-2-16. 質量分析法 

  SDS-PAGE を使用して分析物を分離した後、ゲル片を 50 mM AMBC/30% アセトニト

リル (ACN) で洗浄し、次に 50 mM AMBC/50% ACN で 2 時間洗浄した。 ゲル片を 

100% ACN で脱水し、50 mM AMBC/5% ACN、pH 8.0 中で sequence-grade trypsin 

(Promega) (20 ng/μL )を使用し、37℃ で 16 時間、タンパク質を消化した。 消化された

ペプチドを、0.1% トリフルオロ酢酸 (TFA)/80% ACN で 3 回抽出した。 AQUA ペプ

チドの混合物 (25 fmol/注射) を抽出ペプチドに添加し、濃縮ペプチドを 0.05% H2O2 を

含む 0.1% TFA 20 μL で希釈した。 分岐および非分岐 K48/K63 結合を定量化するため

に、ペプチドを 50 mM AMBC で希釈して中和し、2 ng/ul 組換えグルタミニルペプチド 

シクロトランスフェラーゼ (QPCT) (R&D Systems) を含む 20 uL 反応液中で、３７℃、 

6 時間インキュベートした。続いて、Ｃ１８チップ （Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ） 

およびＧＬ－ＧＣチップ （ＧＬ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ） を使用してペプチドを精製した。

LC-MS/MS 分析では、Easy nLC 1200 (Thermo Fisher Scientific) を、ナノエレクトロスプ

レー イオン源 (Thermo Fisher Scientific) を備えた Orbitrap Fusion LUMOS (Thermo 
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Fisher Scientific) にインラインで接続した。 55 分間のグラジエント (溶媒 A、0.1% FA; 

B、80% ACN/0.1% FA)を使用し、ペプチドを C18 分析カラム (IonOpticks、Aurora シリ

ーズ エミッター カラム、AUR2-25075C18A 25 cm × 75  m 1.6 m FSC C18、nanoZero 

フィッティング付き) で分離した。MS/MS スペクトルのターゲット取得 (並行反応モニタ

リング) は、Xcalibur ソフトウェアを使用してターゲット  MS/MS モードで動作する 

Orbitrap Fusion LUMOS 機器を使用して実行した。 ペプチドは高エネルギー衝突解離 (正

規化衝突エネルギー 28) を使用してフラグメント化し、フラグメントイオンは Orbitrap 

を使用して検出した。 データは PinPoint ソフトウェア (Thermo Fisher Scientific) を使

用して処理し、選択されたフラグメント イオンの曲線下積分面積に基づいてペプチド存在

量を計算した。 
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図と表 
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図壱. RQC の分子メカニズム 

衝突したリボソームは Mbf1 及び Hel2 によって認識される。Hel2 は E2 酵素 Ubc4 ととも

にリボソームタンパク質 uS10 を K63 型ポリユビキチン修飾し、RQT 複合体によるリボソ

ームのサブユニット解離を引き起こす。解離した 60S サブユニット上の新生ペプチド鎖は、

最終的にプロテアソーム依存の分解へと導かれる。 
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図弐. NGD の分子メカニズム 

NGDRQC+：RQC と共役して行われる NGD。RQT 複合体が停滞したリボソームをサブユ

ニット解離したのち、エンドヌクレアーゼ Cue2 が mRNA を内部切断する。mRNA 断片

は、エキソソームと Xrn1 によって分解される。 
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NGDRQC-：RQC と共役せずに行われる NGD。リボソームのサブユニット解離が行われな

い場合、衝突したリボソームの外側で Cue2 による mRNA 切断が行われる。mRNA 断片

は、エキソソームと Xrn1 によって分解される。 
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図 1.1 解析方法の概要 

A. 本解析では、左に示すレポーターを使用した。レアコドン連続配列と poly(A)配列によ

る翻訳停滞を解析するために、GFP と HIS3 の間にそれぞれの配列を挿入したレポーター

を用いた。SDD1 配列による翻訳停滞の解析には、全長の SDD1 配列の N 末に HA ダグを、

C 末に V5 タグと FLAG タグを付加したレポーターを用いた。RFS の解析には、停滞配列

の直後にグアニン残基を 1 塩基挿入したレポーターを使用した。読み枠が変わらないと

HIS3 の手前の終始コドンで翻訳が終結するが、+1 RFS が生じると HIS3 の C 末端の終始

コドンまで翻訳が行われる。そのため、産生されるタンパク質の分子量から+1 RFS が生じ

たかが判断できる。また本解析では、右に示す変異株と手法を利用することで、RQC、

NGDRQC+、NGDRQC-、RFS の評価を行った。W.B.: Western blotting, N.B.: Northern blotting 
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図 1.2 各停滞配列に起因したイベントに対する Mbf1 の機能解析結果 

A. Mbf1 はレアコドン連続配列のおける RQC を促進する。GFP-R(CGN)12-FLAG-HIS3 

mRNA に由来するアレスト産物のウエスタン・ブロット。変異株におけるアレスト産物お

よび+1 RFS 産物は、抗 GFP 抗体で検出した。eEF2 はローディング・コントロールとして

使用した。 B. Mbf1 はレアコドン連続配列のおける NGDRQC+と NGDRQC-の誘導に必要で

ある。GFP-R(CGN)12-FLAG-HIS3 mRNA に由来する 5’ NGD-IM のノーザン・ブロット。

変異株における 5’ NGD-IM は、GFP プローブで検出した。SCR1 はローディング・コント

ロールとして使用した。 C. Mbf1 はレアコドン連続配列のおける+1 RFS を抑制する。GFP-
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R(CGA)6- 2HA+G-FLAG-HIS3 mRNA に由来する+1 RFS 産物のウエスタン・ブロット。

変異株における+1 RFS 産物および全長産物は、抗 GFP 抗体で検出した。eEF2 はローディ

ング・コントロールとして使用した。 D. Mbf1 は poly(A)連続配列のおける RQC に必要で

ない。GFP-K(AAA)12-FLAG-HIS3 mRNA に由来するアレスト産物のウエスタン・ブロッ

ト。変異株におけるアレスト産物は、抗 GFP 抗体で検出した。eEF2 はローディング・コン

トロールとして使用した。 E. Mbf1 は poly(A)配列のおける NGDRQC+と NGDRQC-の誘導に

必要でない。GFP-K(AAA)12-FLAG-HIS3 mRNA に由来する 5’ NGD-IM のノーザン・ブ

ロット。変異株における 5’ NGD-IM は、GFP プローブで検出した。SCR1 はローディン

グ・コントロールとして使用した。 F. Mbf1 は poly(A)配列のおける+1 RFS に必要でない。

GFP-K(AAA)12+G-FLAG-HIS3 mRNA に由来する+1 RFS 産物のウエスタン・ブロット。

変異株における+1 RFS 産物および全長産物は、抗 GFP 抗体で検出した。eEF3 はローディ

ング・コントロールとして使用した。 G. Mbf1 は SDD1 配列のおける RQC に不要である。

HA-SDD1-V5-FLAG mRNA に由来するアレスト産物のウエスタン・ブロット。変異株に

おけるアレスト産物は、抗 HA 抗体で検出した。eEF3 はローディング・コントロールとし

て使用した。 H. Mbf1 は SDD1 配列のおける NGDRQC+とに必要であるが、NGDRQC-の誘

導には不要である。HA-SDD1-V5-FLAG mRNA に由来する 5’ NGD-IM のノーザン・ブロ

ット。変異株における 5’ NGD-IM は、抗 SDD1 プローブで検出した。SCR1 はローディン

グ・コントロールとして使用した。 I. Mbf1 は SDD1 最小停滞配列のおける+1 RFS を抑制

する。GFP-SDD1 (196-213 a.a.) +G-FLAG-HIS3 mRNA に由来する+1 RFS 産物のウエス

タン・ブロット。変異株における+1 RFS 産物および全長産物は、抗 GFP 抗体で検出した。

eEF2 はローディング・コントロールとして使用した。 J. 推定上の SDD1 翻訳産物の概略

図。+1 RFS は、SDD1 のアレスト配列でフレームシフトがずれた場合の産物 (25.97 kDa) 

を示す。SDD1 L(UUG)214L(CUU)に由来する推定上のフレームシフト産物は 27.24 kDa

であり、RQC によって生成されるアレスト産物 (約 24 kDa) とは区別できます。K. Mbf1

は SDD1 配列のおける+1 RFS に必要でない。HA-SDD1-L(UUG)214L(CUU)-V5-FLAG 
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mRNA に由来する+1 RFS 産物および全長産物のウエスタン・ブロット。変異株における+1 

RFS 産物および全長産物は、抗 GFP 抗体で検出した。eEF2 はローディング・コントロー

ルとして使用した。 
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図 1-3. Mbf1 のリボソーム結合能が、リボソーム衝突に起因するイベントの誘導制御に必

要である。 

A. mRNA entry channel およびヘリックス 16 (h16) 付近の Mbf1-uS3 相互作用部位の分子

モデル (PDB: 6ZVI)。 相互作用に重要な Mbf1 および uS3 の残基はスティックとして示

している (Mbf1 の D66、T69、D70、I71、V72、uS3 の K108)。 B. uS3 と相互作用する

アミノ酸残基に変異を導入した Mbf1 は、リボソームへの結合が低下する。それぞれの

Mbf1-HA 変異体を発現した細胞ライセートをショ糖密度勾配で超遠心分離し、勾配画分を

抗 HA 抗体を用いたウェスタンブロッティングで検出した。C. Mbf1 のリボソーム結合能が

レアコドン連続配列のおける RQC に必要である。GFP-R(CGN)12-FLAG-HIS3 mRNA に

由来するアレスト産物のウエスタン・ブロット。各 Mbf1 変異体を相補した株におけるアレ

スト産物および+1 RFS 産物は、抗 GFP 抗体で検出した。Mbf1-HA 変異体は抗 HA 抗体で

検出した。eEF2 はローディング・コントロールとして使用した。 D. Mbf1 のリボソーム結

合能がレアコドン連続配列のおける NGD に必要である。GFP-R(CGN)12-FLAG-HIS3 

mRNA に由来する 5’ NGD-IM のノーザン・ブロット。各 Mbf1 変異体を相補した株にお

ける 5’ NGD-IM は、GFP プローブで検出した。SCR1 はローディング・コントロールとし

て使用した。 E. Mbf1 のリボソーム結合能が、レアコドン連続配列のおける RFS の抑制に

必要である。GFP-R(CGA)6- 2HA+G-FLAG-HIS3 mRNA に由来する+1 RFS 産物のウエ

スタン・ブロット。各 Mbf1 変異体を相補した株における+1 RFS 産物および全長産物は、

抗 GFP 抗体で検出した。Mbf1-HA 変異体は抗 HA 抗体で検出した。eEF3 はローディング・

コントロールとして使用した。 F. Mbf1 のリボソーム結合能は SDD1 配列のおける RQC

に不要である。HA-SDD1-V5-FLAG  mRNA に由来するアレスト産物のウエスタン・ブロ

ット。各 Mbf1 変異体を相補した株におけるアレスト産物および Mbf1-HA は、抗 HA 抗体

で検出した。eEF3 はローディング・コントロールとして使用した。 G. Mbf1 のリボソーム

結合能が SDD1 配列のおける NGD に部分的に必要である。HA-SDD1-V5-FLAG mRNA 

に由来する 5’ NGD-IM のノーザン・ブロット。各 Mbf1 変異体を相補した株における 5’ 
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NGD-IM は、SDD1 プローブで検出した。SCR1 はローディング・コントロールとして使

用した。 H. mRNA-Mbf1 相互作用部位の分子モデル (PDB: 6ZVI)。相互作用に重要な

Mbf1 および uS3 の残基はスティックとして示している (Mbf1 の K46、K47、W48)。 I. 

mRNA と相互作用するアミノ酸残基に変異を導入した Mbf1 は、リボソームへの結合が低

下する。それぞれの Mbf1-HA 変異体を発現した細胞ライセートをショ糖密度勾配で超遠心

分離し、勾配画分を抗 HA 抗体を用いたウェスタンブロッティングで検出した。 J. Mbf1 の

リボソーム結合能は SDD1 配列のおける RQC に不要である。HA-SDD1-V5-FLAG  

mRNA に由来するアレスト産物のウエスタン・ブロット。各 Mbf1 変異体を相補した株に

おけるアレスト産物および Mbf1-HA 変異体は、抗 HA 抗体で検出した。eEF3 はローディ

ング・コントロールとして使用した。 K. Mbf1 のリボソーム結合能が SDD1 配列のおける

NGD に必要である。HA-SDD1-V5-FLAG mRNA に由来する 5’ NGD-IM のノーザン・ブ

ロット。各 Mbf1 変異体を相補した株における 5’ NGD-IM は、SDD1 プローブで検出した。

SCR1 はローディング・コントロールとして使用した。 
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図 1-4. uS3K108E 変異株は、mbf1株と同様の表現型を示す。 

A. uS3K108E 変異株では、レアコドン連続配列のおける NGD が生じない。GFP-R(CGN)12-

FLAG-HIS3 mRNA に由来する 5’ NGD-IM のノーザン・ブロット。変異株における 5’ 

NGD-IM は、GFP プローブで検出した。SCR1 はローディング・コントロールとして使用

した。 B. uS3K108E 変異株ではレアコドン連続配列のおける RQC が抑制される。GFP-

R(CGN)12-FLAG-HIS3 mRNA に由来するアレスト産物のウエスタン・ブロット。変異株

におけるアレスト産物および+1 RFS 産物は、抗 GFP 抗体で検出した。eEF2 はローディン

グ・コントロールとして使用した。C. uS3K108E 変異株では、poly(A)配列のおける NGD

が生じる。GFP-K(AAA)12-FLAG-HIS3 mRNA に由来する 5’ NGD-IM のノーザン・ブロ
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ット。変異株における 5’ NGD-IM は、GFP プローブで検出した。SCR1 はローディング・

コントロールとして使用した。D. uS3K108E 変異株では poly(A)配列で RQC が生じる。

GFP-K(AAA)12-FLAG-HIS3 mRNA に由来するアレスト産物のウエスタン・ブロット。変

異株におけるアレスト産物は、抗 GFP 抗体で検出した。eEF2 はローディング・コントロ

ールとして使用した。E. uS3K108E 変異株では SDD1 最小停滞配列のおける NGD が抑制

される。GFP-SDD1 (196-213 a.a.)-FLAG-HIS3 mRNA に由来する 5’ NGD-IM のノーザ

ン・ブロット。変異株における 5’ NGD-IM は、GFP プローブで検出した。SCR1 はローデ

ィング・コントロールとして使用した。F. uS3K108E 変異株では SDD1 配列で RQC が生

じる。HA-SDD1-V5-FLAG mRNA に由来するアレスト産物のウエスタン・ブロット。変

異株におけるアレスト産物は、抗 HA 抗体で検出した。eEF2 はローディング・コントロー

ルとして使用した。 
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表 1-1. 各停滞配列における各々のイベントに対する Mbf1 の機能 
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図 1-5. Mbf1 の機能のモデル図 
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図 2-1. RPS10A および RPS10B は Hel2 によるユビキチン修飾を受けない 

A. 哺乳類細胞eS10と出芽酵母eS10 (RPS10AとRPS10B) のアミノ酸配列のアノテーション。

B. Hel2を過剰発現し、HAタグ付きリボソームタンパク質を抗HA抗体を用いたウエスタン・

ブロットにより検出した。 C. 野生株およびhel2欠損変異株におけるRps10Aの野生型と

K5R変異型を、抗HA抗体を用いたウエスタン・ブロットにより検出した。 
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図 2-2. Ubp2 と Ubp3 が uS10 のユビキチン修飾を制御する 

A-C. 脱ユビキチン化酵素欠損株における uS10-3HA を、抗 HA 抗体を用いたウエスタン・

ブロットにより検出した。 
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図2-3. Ubp2はサブユニット解離後にユビキチン修飾を消去し、Ubp3は翻訳伸長段階でユビ

キチン鎖を校正・編集する。 

A-D. 細胞溶解液をショ糖密度勾配遠心法によって分離し、各画分のuS10-3HAをHA抗体を

用いたウエスタン・ブロットで検出した。 E-H. 細胞溶解液をショ糖密度勾配遠心法によっ

て分離し、40S画分とポリソーム画分を基質にUbp2とUbp3による脱ユビキチン化反応を行

った。uS10-3HAの検出は、HA抗体を用いたウエスタン・ブロットで行った。Ubp2(C745S) 

およびUbp3(C496A) は、脱ユビキチン化活性を不活化した変異体である。  
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図 2-4. Ubp2 は K48 鎖と K63 鎖の制御を、Ubp3 は K48 鎖の制御を担う 

A. uS10 の精製法の概略図。B. 野生株における uS10 の精製。C. Hel2 を過剰発現した野生

株および脱ユビキチン化酵素欠損変異株より生成した uS10 に形成されているユビキチン

鎖の連結型の定量値。生物学的反復実験 (n=3)。 D. C における野生株の連結型の割合。生

物学的反復実験 (n=3) の平均値より算出した。E. 野生株と比較した各欠損変異株におけ

るユビキチン鎖の連結型の倍率変化。生物学的反復実験 (n=3) の平均値より算出した。F. 
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各株から精製した uS10 を抗 HA 抗体、抗 K48 型特異的ユビキチン抗体、抗 K63 型特異的

ユビキチン抗体で検出した。 
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図 2-5. Ubp2 と Ubp3 は RQC を促進する。 

A. GFP-R(CGN)12-FLAG-HIS3 mRNA に由来するアレスト産物のウエスタン・ブロット。

アレスト産物の検出には抗 GFP 抗体を用いた。eEF2 はローディング・コントロールとし

て使用した。B. 欠損変異株におけるアニソマイシン感受性試験。 
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図 2-6. uS10 に形成されうるユビキチン鎖 

A. uS10 のユビキチン修飾の概略図。 
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図 2-7. uS10 には K48/K63 型分岐鎖が形成されていない。 

A. ユビキチン R54A 変異体を用いた K48/K63 型分岐鎖の計測法の概略図。B. 各株におけ

る K48/K63 型分岐鎖の測定結果。棒は生物学的反復実験 (n=3) の平均値を示す。点は各

サンプルの測定値を示す。 
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図 2-8. uS10 のマルチプルユビキチン修飾はユビキチン鎖の高次構造および、RQC に影響

を与えない。 

A. ユビキチン化サイトに変異を導入した uS10-3HA を、抗 HA 抗体を用いたウエスタン・

ブロットにより検出した。B. 精製した uS10 および uS10K6R 変異体を抗 HA 抗体、抗 K48

型特異的ユビキチン抗体、抗 K63 型特異的ユビキチン抗体で検出した。C. GFP-R(CGN)12-

FLAG-HIS3 mRNA に由来するアレスト産物のウエスタン・ブロット。アレスト産物の検出

には抗 GFP 抗体を用いた。eEF3 はローディング・コントロールとして使用した。D. uS10

変異体を相補した株を用いたアニソマイシン感受性試験。 
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図 2-9. uS10 には根本に K48 鎖、遠位に K63 鎖の混合鎖が形成されている。 

A. ubp2 欠損株より精製したリボソームを基質とした UbiCRest 解析。抗 HA 抗体を用いた

ウエスタン・ブロットにより uS10-3HA を検出した。B. 実験の概略 (左)。AMSH*で処理

後の uS10 を抗 HA 抗体、抗 K48 型特異的ユビキチン抗体、抗 K63 型特異的ユビキチン抗

体で検出した (右)。C. AMSH*で処理後の uS10 K6R 変異体を抗 HA 抗体、抗 K48 型特異

的ユビキチン抗体で検出した。D. uS10 に形成されているユビキチン鎖の概略図。 
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図 2-10. Ubiquitin-fusion uS10 (Ub-uS10)はユビキチン鎖の根本の連結型を解析できる。  

A. Ub-uS10 変異体の概略図。B. 3HA タグを付加した Ub-uS10 変異体を抗 HA 抗体を用い

たウエスタン・ブロットにより検出した。C. Ub-uS10 をショ糖密度勾配遠心法によって分

離し、各画分の Ub-uS10-3HA-6His を HA 抗体を用いたウエスタン・ブロットで検出した。

D. C の各 lane におけるバンドのシグナル強度。14lane の di-K63 型ユビキチン鎖のシグナル

を 1.0 とし、それぞれのバンド強度の相対値をプロットした。 
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図 2-11. Ufd4 は Ub-uS10 に K29 鎖を形成するが、RQC には関与しない。 

A. ufd4 欠損株における Ub-uS10-3HA-6His 変異体を、抗 HA 抗体を用いたウエスタン・ブ

ロットにより検出した。B. 各変異株における uS10-3HA を抗 HA 抗体を用いたウエスタ

ン・ブロットにより検出した。C. GFP-R(CGN)12-FLAG-HIS3 mRNA に由来するアレスト

産物のウエスタン・ブロット。アレスト産物の検出には抗 GFP 抗体を用いた。eEF3 はロ

ーディング・コントロールとして使用した。 

 

  



 

 

 93 

 

図 2-12. Hel2 は Ub-uS10 に K63 型ユビキチン鎖を形成する。 

A. hel2 欠損株における Ub-uS10-3HA-6His 変異体を、抗 HA 抗体を用いたウエスタン・ブ

ロットにより検出した。B. Hel2 過剰発現株における Ub-uS10-3HA-6His 変異体を、抗 HA

抗体を用いたウエスタン・ブロットにより検出した。 
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図 2-13. uS10 の根本の K63 型ユビキチン鎖が RQC の誘導に必須である。 

A. GFP-R(CGN)12-FLAG-HIS3 mRNA に由来するアレスト産物のウエスタン・ブロット。

アレスト産物の検出には抗 GFP 抗体を用いた。eEF3 はローディング・コントロールとし

て使用した。B. Ub-uS10 を相補した株を用いたアニソマイシン感受性試験。 
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図 2-14. DUB によるユビキチン鎖の高次構造の制御システムのモデル 
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